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Riassunto: 
 
I miRNA sono piccole molecole della grandezza di 20-22 nt che regolano 
negativamente l’espressione dei geni su cui agiscono.   
MiR-218, su cui verte questo lavoro di tesi, è implicato nello sviluppo cardiaco in 
organismi quali Drosophila, topo ed anche in zebrafish. In quest’ultimo sistema 
modello un aumento dell’espressione  del miR-218  va a determinare gravi difetti 
cardiaci (edema pericardico, looping non completo del cuore).  
Dati precedentemente ottenuti nel nostro laboratorio dimostrano che miR-218 è 
controllato da tbx-5, un fattore di trascrizione importante per lo sviluppo cardiaco la cui 
alterazione, responsabile nell’uomo della sindrome di Holt-Oram, determina sua volta 
l’alterazione dell’espressione di centinaia di geni.  
L’importanza di miR-218 come mediatore dell’azione di tbx-5 è dimostrato 
dall’osservazione di alterazioni fenotipiche causate in zebrafish dall’overespressione di 
tbx-5 che possono essere parzialmente compensate dalla riduzione del miR-218. 
Caratterizzare in maggiore dettaglio il ruolo del miR-218 (e di altri miRNA attualmente 
in via di caratterizzazione) nella morfogenesi cardiaca di zebrafish permetterà di 
verificare la possibilità che queste piccole molecole possano in futuro essere utilizzate 
come nuovi strumenti terapeutici. 
Il problema che si riscontra nello studio dei miRNA in zebrafish, consiste nella 
impossibilità di valutare con precisione  i loro effetti, sia dal punto di vista temporale, 
che spaziale.  
Questo problema può essere almeno in parte risolto costruendo linee di pesci 
transgeniche in grado di modulare spazialmente e temporalmente il gene/microRNA 
d’interesse, attraverso il sistema Cre-Lox. 
Lo scopo di questo lavoro di tesi è stato quindi quello di sviluppare un sistema di linee 
transgeniche con queste caratteristiche. 
 
Abbiamo quindi preparato una serie di costrutti utilizzando come tecnica di clonaggio 
quella del “gateway technology” oltre che il clonaggio classico. 
Le due linee preparate sono: 
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• Una linea “driver” Cmlc2-Cre: in cui la ricombinasi è stata clonata a valle del 
promotore della miosina cardiaca Cmlc2 (controllo spaziale). La ricombinasi 
Cre è fusa con il recettore mutato degli estrogeni ERT2; una volta tradotta, viene 
traslocata nel nucleo solo attraverso l’utilizzo del farmaco tamoxifen (controllo 
temporale). 
• Una linea “responder” Ubi-eGFP-RFP-miR218:in cui, tra i siti Lox, riconosciuti 
e tagliati dalla ricombinasi, è stata clonata la sequenza genica della GFP. Questa 
viene prodotta, sotto il controllo del promotore dell’ubiquitina, e in assenza di 
Cre,  risulta visibile in quanto emette una fluorescenza verde.  
A valle della GFP, esterna ai siti lox, è stata posizionata la sequenza della RFP 
nel cui introne è stato clonato il miR-218. 
Solo nel cuore (grazie alla cmlc2) ed al tempo di sviluppo da noi desiderato 
(attraverso l’utilizzo di tamoxifen) la ricombinasi verrà espressa, i siti lox escissi 
ed espressa la RFP che, con la fluorescenza rossa, ci indicherà l’effettivo taglio. 
Insieme a questa sarà anche espresso il miR-218 che, grazie alla presenza del 
promotore ubiquitina (un promotore forte) determinerà l’overespressione del 
miR-218. 
 
Per poter down- regolare il microRNA abbiamo poi generato una seconda linea 
responder: 
 
• Ubi-eGFP-RFP-sponge: la sponge è una sequenza di miRNA binding site in cui 
il microRNA si lega sequestrandolo alla propria funzione. Questa sequenza è 
stata clonata al 3’UTR della RFP e quindi verrà espressa con essa. 
 
Dato che, per motivi di tempo non è stato possibile incrociare la linea driver con le 2 
linee responder, i costrutti da noi preparati sono stati caratterizzati mediante saggi in 
linee cellulari in coltura e attraverso la loro espressione transiente in embrioni di 
zebrafish. 
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Abstract: 
 
MiRNAs are small molecules 20-22 nt long, that act as negatively regulators of genes 
expression. 
This thesis is focused on miR-218 which is implicated in cardiac development in 
organisms such as Drosophila, mice and in zebrafish.  
In this model system, an increased expression of miR-218 causes serious congenital 
heart defects (pericardial edema, incomplete looping of the heart).  
Data previously obtained in our laboratory, show that miR-218 is controlled by tbx-5, an 
important transcription factor for cardiac development whose alteration, responsible in 
man of the Holt-Oram syndrome, determines the alteration of the expression of 
hundreds of genes.  
The importance of miR-218 as a mediator of the action of tbx-5 is demonstrated by the 
observation that phenotypic changes caused in zebrafish by tbx-5 overexpression may 
be partially rescue by the reduction of miR-218. 
Characterize in more detail the role of miR-218 (and other miRNAs currently under 
characterization) in cardiac morphogenesis of zebrafish, will help to investigate whether 
these small molecules may, in the future, be used as new therapeutic tools. 
The problem encountered in the study of miRNAs in zebrafish, consists in the 
impossibility to accurately assess their effects, from the point of view of both time and 
space. This problem can be at least partly solved by generating transgenic fish lines of 
able to modulate spatially and temporally modulate genes/microRNAs, through the Cre-
Lox system. 
The purpose of this thesis was to generate a system of transgenic lines to analyze, in 
more details, the role of miR-218 in cardiac morphogenesis of zebrafish.  
The construct preparation occurs in bacteria E. coli. The cloning technique used was 
that of "gateway technology" as well as the classic cloning strategy. 
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The two lines prepared are: 
 
• A driver line cmlc2-Cre: where the recombinase was cloned downstream the cardiac 
myosin cmlc2 promoter (spatial control). The Cre recombinase is fused with the mutant 
estrogen ligand-binding-domain ERT2; this Cre- ERT2, once translated, is translocated 
into the nucleus only in the presence of the tamoxifen drug (temporal control). 
• A responder line Ubi-eGFP-RFP-miR-218: where the gene sequence of eGFP, flanked 
by two loxP sites, was cloned under the control of the ubiquitin promoter. In the absence 
of Cre the green fluorescence is visible.  
Downstream of GFP, external to the loxP sites, has been placed the sequence of the RFP 
with an intron where the miR-218 was cloned. 
Only in the heart (through Cmlc2) and at the choosen developmental time (through the 
use of tamoxifen) the recombinase will be expressed, the loxP sites excised and the RFP 
expressed. The red fluorescence will indicate us the actual cutting.  
Along with RFP will be also expressed miR-218 that, thanks to the presence of the 
strong ubiquitin promoter will determine the overexpression of miR-218. 
 
To get a down-regulation of microRNA we generated a second responders line: 
 
• Ubi-eGFP-RFP-sponge: the sponge is a sequence of miRNA binding site able to 
sequester a specific miRNA and block its function. This sequence is positioned in the 3' 
UTR of the RFP, and will be expressed with it. 
 
Since, for reasons of time, it was not possible to cross the drivers line with the 2 
responder lines, the construct we prepared were characterized by assays in cultured cell 
lines by in vitro assay and through their transient expression in zebrafish embryos. 
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1.0 Introduzione 
 
 
 
 
1.1 MALATTIE CARDIOVASCOLARI CONGENITE 
 
 
Le malattie cardiovascolari congenite comprendono l’insieme di patologie che si 
riferiscono ad anomalie nel cuore (struttura e funzione) che si presentano prima della 
nascita (Bruneau et al., 2008). 
Hanno una incidenza di un bambino affetto su 100 nati vivi, risultano essere il più 
comune difetto alla nascita e la causa principale di morte nei paesi occidentali (tra cui 
l’Italia) e causano (più frequentemente) invalidità.  
Si possono identificare tre categorie di malattie cardiovascolari a seconda di quali difetti 
sono coinvolti. 
Nelle patologie cianotiche il sangue non riesce a riossigenarsi, la conseguenza è che il 
corpo non riceve abbastanza ossigeno per le funzioni vitali. Il colore della pelle risulta, 
perciò, essere cianotico (bluastro). Tra queste troviamo la TGA (trasposizione dei 
grandi vasi), la TOF (tetralogia di Fallot) il tronco arterioso e l’atresia tricuspidale. 
Il secondo tipo di patologie sono caratterizzate da difetti di settazione, cioè un 
insufficiente sviluppo delle camere cardiache – atrio o ventricolo. 
Infine l’ultima tipologia di malattie cardiache congenite prevede l’ostruzione a livello di 
grossi vasi o delle valvole cardiache in conseguenza ad un insufficiente sviluppo delle 
stesse (stenosi aortica o mitrale, arco aortico interrotto).  
 
Problemi nello sviluppo del cuore costituiscono la base di queste patologie, pertanto una 
alterazione dei processi regolativi a questo livello può essere una delle cause principali 
della loro insorgenza. Le malattie congenite derivano essenzialmente da alterazione 
delle vie di determinazione e differenziamento delle cellule nel loro destino di 
cardiomiociti. 
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Nell’uomo questo avviene durante la terza settimana di sviluppo in seguito all’evento 
gastrulazione, cioè il momento in cui si vengono a formare i tre foglietti embrionali.  
Il primo processo che ha luogo è quello di migrazione delle cellule staminali cardiache 
sulla linea mediana dell’embrione, con formazione di un primordio dell’organo cardiaco 
di struttura tubulare. 
Queste cellule indifferenziate derivano dalla placca mesodermica dell’embrione. 
Il processo successivo prevede un loop della struttura tubulare, con cambiamento di 
polarità (da anteriore a posteriore, da destro a sinistro) e seguente settazione (cioè la 
formazione della camere cardiache e corrispondenti valvole). 
Tutto lo sviluppo del cuore è controllato da una cascata di fattori di crescita (come FGF, 
BMPs, TGF-β), ma anche da fattori di trascrizione che vanno ad interagire su diversi 
target genici determinando, a loro volta, una loro attivazione o repressione. 
Tra questi fattori di trascrizione cruciali per il coordinato sviluppo del cuore ritroviamo 
GATA4, NKX2-5 e tbx-5. 
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1.2  GENERALITÀ E FUNZIONI DI TBX-5 
 
 
Tbx-5 è un fattore di trascrizione appartenente alla famiglia dei T-box transcription 
factor, i cui membri sono caratterizzati dalla presenza di una regione conservata di 180 
amminoacidi nella estremità carbossi-terminale, la T-box (Müller & Herrmann, 1997), 
che ne permette il legame al DNA e quindi la funzionalità.  
Questa famiglia di fattori di trascrizione è altamente conservata: numerosi studi hanno 
dimostrato la presenza dei geni T-box nel genoma di molti organismi, quali C. elegans, 
Drosophila, ascidie, zebrafish, topi ed anche nell’uomo (Papaioannou & Silver, 1998). 
 
 
 
 
 
 
I geni T-box sono coinvolti in diversi pattern di sviluppo embrionale, sia spaziale che 
temporale, e in numerosi processi di differenziamento cellulare (Showell et al., 2004). In 
particolare tbx-5 è implicato nello sviluppo degli arti superiori (Rallis et al., 2003) della 
retina (Plageman et al., 2006) e del cuore (Goetz et al. 2006).  
Mutazioni in questo gene, infatti, causano nell’uomo la sindrome di Holt-Oram (HOS), 
una sindrome autosomica dominante con una frequenza di 1 su 100.000 nati (Bruneau 
et al., 1999). Questa patologia è caratterizzata da uno sviluppo anormale delle ossa negli 
arti superiori (uno od entrambi) o delle ossa aggiuntive (ossa del pollice, clavicole, 
scapole). Inoltre i soggetti affetti mostrano, nel 75% dei casi, problemi cardiaci al setto 
interventricolare ed interatriale. Molto raramente sono stati identificati difetti nella 
conformazione dell’occhio (Gruenauer-Kloevekorn et al, 2005). 
 
Studi effettuati sul topo, hanno dimostrato che in presenza di mutazioni di tbx-5 in 
eterozigosi, si presentano delle anomalie cardiache associabili alla sindrome HOS 
umana (Bruneau et al., 2001).  
Ulteriori studi, sempre effettuati sul topo, dimostrano che una aploinsufficienza di 
questo fattore di trascrizione, compromette anche lo sviluppo completo del sistema di 
conduzione del cuore, sia dal punto di vista morfologico che da quello funzionale 
Figura 1 : rappresentazione tridimensionale tbx-5 
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(Moskowitz et al., 2004). Inoltre tbx-5 controlla anche una serie di geni la cui funzione 
ed espressione si trova fuori dalla regione cardiaca, negli arti anteriori e nella retina 
(Plageman et al., 2006). 
 
Le conseguenze di un’alterazione del livello di tbx-5 sono state studiate anche in altri 
organismi, quali per esempio lo Xenopus (Horb & Thomsen, 1999).  
In questo anfibio la delezione di tbx-5 blocca il completo sviluppo del cuore suggerendo 
che, in questo organismo, il ruolo di questo fattore di trascrizione è più ampio rispetto 
alla sola formazione del setto, ma coinvolgerebbe lo sviluppo dell’intero organo. 
Nel pollo è stato dimostrato che tbx-5 ha un ruolo nello specificare il ventricolo 
destro/sinistro e la formazione corretta del setto (Takeuchi et al., 2003). 
Studi effettuati su Danio rerio (zebrafish) dimostrano che uno knockdown funzionale 
del gene tbx-5 (ottenuto con l’utilizzo di un oligonucleotide antisenso – morfolino) può 
determinare una completa perdita delle pinne pettorali (Ahn et al., 2002).  
Questo avviene in quanto il fattore di trascrizione è coinvolto nella migrazione di cellule 
della piastra laterale mesodermica (cellule precursori proprio della regione dell’altro 
anteriore). Sempre in zebrafish mutazioni del gene di tbx-5 causano il fenotipo 
“heartstring” caratterizzato da un cuore molto allungato (che ha perso gran parte delle 
sue funzioni), un rallentamento dei battiti cardiaci, ma anche problemi alle pinne 
pettorali, che non si sviluppano (Garrity et al., 2006). 
Tutti questi dati dimostrano che una mancanza totale o parziale di tbx-5 genera in 
organismi anche lontani tra loro, tra cui anche l’uomo, una serie di alterazioni che 
riguardano il corretto sviluppo del cuore e degli arti superiori.  
Il forte impatto che alterazioni di tbx-5 hanno sullo sviluppo di cuore ed arti può essere 
spiegato pensando che il gene codifica per un fattore di trascrizione; cioè una proteina 
che a sua volta, può controllare (inibendo o favorendo) altri geni.  
Nel modello murino della sindrome HOS sono stati identificati, attraverso analisi di 
microarray, centinaia di geni che sono sensibili al dosaggio di tbx-5 e che vengono 
modulati come conseguenza di alterazioni, anche piccole, di questo fattore di 
trascrizione (Mori et al., 2006).  
Tra questi geni vi sono molti fattori di trascrizione di tipo cardiaco, molecole di 
segnalazione cellula-cellula, proteine formanti canali ionici e più in generale geni 
coinvolti nella settazione del cuore, nell’inibizione della proliferazione e nel 
differenziamento miogenico (Mori et al., 2006). 
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Un fattore di trascrizione importante come tbx-5 per il corretto sviluppo, oltre a 
controllare l’espressione di numerosi geni, a sua volta deve essere strettamente regolato, 
in modo da essere espresso solo in quelle regioni, od in quei lassi temporali necessari 
per svolgere la sua funzione.  
Ecco che si generano quindi, a livello cardiaco, complessi circuiti regolativi che 
coinvolgono tbx-5 ma anche altri possibili regolatori. Tra questi altri regolatori, oltre a 
fattori di trascrizione, è recentemente emerso che i microRNA avrebbero un ruolo 
centrale essendo in grado di modulare molteplici aspetti nello sviluppo cardiaco. 
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1.3. I MICRORNA 
 
 
1.3.1 GENERALITÀ SUI MICRORNA 
 
I microRNA (miRNA) sono piccole molecole endogene di RNA a singolo filamento, 
lunghe circa 20-23 nucleotidi. Si ritrovano non solo in animali e piante, ma anche nei 
virus. 
La loro funzione è quella di regolare l’espressione genica attraverso l’interazione con un 
complesso ribonucleoproteico di cui fanno parte le proteine Argonaute (Argo) chiamato 
complesso RISC. I miRNA guidano RISC al gene target appaiandosi con il 3’UTR 
dell’mRNA e causandone la successiva degradazione o l’inibizione del processo 
traduzionale. 
Ad oggi sono stati individuati 695 miRNA nell’uomo, alcuni dei quali presenti anche in 
isoforme multiple, elencati in appostiti database (Kim et al., 2009).  
Si ritiene che più di un terzo dei geni umani venga bersagliato da questi microRNA; 
proprio per questo motivo risultano essere di fondamentale importanza nel controllo di 
diversi pathways per una serie di funzioni cellulari quali la proliferazione cellulare (Erik 
A. Miska, 2006), il differenziamento, l’apoptosi (Javanoic et al., 2006).   
Una mancata o cattiva regolazione dei microRNA, pertanto, può compromettere 
funzioni biologiche cruciali, causando patologie gravi tra cui il cancro (Gregory & 
Shiekhattar, 2012). La disregolazione di diversi miRNA è stata associata a numerosi tipi 
di neoplasie come, per esempio, il tumore del colon retto (Micheal MZ et al., 2003) o le 
leucemie (Calin et al., 2002). 
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Figura 2: localizzazione genomica dei miRNA 
1.3.2 LOCALIZZAZIONE DEI MIRNA 
 
I miRNA sono localizzati nelle regioni intergeniche e funzionano come unità 
trascrizionali indipendenti (Lee et al., 2002), oppure si possono trovare all’interno dei 
geni: negli introni (regioni che vengono eliminate tramite un processamento denominato 
splicing) di geni codificanti proteine (circa il 50% del totale) o in esoni di geni che non 
codificano per proteine. 
Dalle analisi effettuate risulta che il 37% dei miRNA nell’uomo, sono organizzati in 
cluster e che questi sono conservati nei vari organismi (Altuvia et al. 2005). In questo 
ultimo caso i microRNA vengono trascritti come una singola unità policistronica.  
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1.3.3 BIOGENESI DEI MIRNA 
 
La biogenesi dei miRNA ha inizio nel nucleo, attraverso la trascrizione mediata dalla 
polimerasi II. Se il miRNA si trova all’interno di un gene, verrà trascritto con esso.  
Se viceversa il miRNA, singolo o in cluster, costituisce una unità trascrizionale 
indipendente, verrà trascritto e quindi sarà poliadenilato e subirà l’aggiunta di un cap 
all’estremità 5’. 
Il trascritto chiamato pri-miRNA viene ad assumere una particolare struttura a stem 
(circa 33 nt) con un loop terminale, presenta inoltre le due estremità al 5’ ed al 3’ non 
appaiate (fondamentali per i primi processi di maturazione).  
L’evento successivo prevede un taglio endonucleotidico proprio di queste estremità, da 
parte di un enzima Rnasi III chiamato Drosha il quale si trova associato alla proteina 
DGCR8 (DiGeorge Critical Region 8, chiamata anche Pasha) formando il complesso 
microprocessore (Han et al. 2004).  
Drosha agisce effettuando un taglio a circa 11 nt dalle due estremità protruding al 5’ ed 
al 3’, con i suoi due siti catalitici, mentre DGCR8 è fondamentale sia per il 
riconoscimento del pri-miRNA da parte del complesso, sia per il corretto 
posizionamento/stabilizzazione di Drosha. (Han et al. 2006).  Da questo taglio si viene 
ad originare il pre-miRNA, una molecola di RNA a stem-loop di circa 60 nt.  
Ci sono alcune eccezioni, scoperte in organismi quali S. cerevisiae e D. melanogaster, 
in cui si parla di mirtroni (Ruby et al., 2007), cioè molecole di microRNA che 
solitamente si localizzano negli introni di geni dell’organismo e che non necessitano 
l’intervento di Drosha per la maturazione a pre-miRNA. Ciò avviene in quanto 
mantengono inalterati i siti per il normale splicing genico che viene utilizzato 
direttamente per generare il pre-miRNA. 
A questo punto il pre-miRNA così formato viene esportato dal nucleo nel citosol 
attraverso la proteina Esportina-5; l’energia necessaria per il trasporto è derivata 
dall’idrolisi del GTP in GDP.  
Nel nucleo EXP5 lega il pre-miRNA ed il suo cofattore Ran (il quale è legato a GTP). 
Una volta nel citoplasma, viene idrolizzato il GTP e come conseguenza avviene il 
rilascio del ligando. Il riconoscimento di EXP5 si ha attraverso una regione di circa 14 
bp a livello dello stelo della forcina e l’estremità protudente al 3’ (circa 8 nt) (Lund et 
al., 2004). 
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Figura 3: pathway di maturazione dei miRNA 
Nel citoplasma il processo di maturazione continua con il complesso RISC (RISC 
Loading Complex – RLC). Quest’ultimo è un complesso multiproteico che media il 
taglio del pre-miRNA appena esportato; è composto dalla proteina Dicer (che effettua il 
taglio), da TRBP (proteina binding domain), da PACT (proteina che lega PKR) e dalle 
proteine Argonaute . 
Mentre TRBP lega il trascritto, PACT aiuta a mantenere stabilità nello stesso, sarà poi 
Dicer (la proteina con attività RNasica di tipo III) ad effettuare l’ulteriore taglio del pre-
miRNA. 
Dicer infatti è in grado di riconoscere le estremità 3’ prodotte dal taglio effettuato da 
Drosha nel nucleo e successivamente di effettuarne uno ulteriore alla base del loop che 
così viene eliminato, dando origine ad un miRNA a doppio filamento di circa 22 nt.  
In particolare l’azione di Dicer è mediata da due domini Paz presenti sulla proteina. 
Il passo successivo è mediato dal dominio elicasico della proteina Ago (il core del 
complesso RISC), che dissocia il miRNA duplex (chiamato filamento passeggero o 
miRNA*) andando così a formare il miRNA maturo.  
Solamente uno dei due strand che si formano dalla divisione, però, sarà attivo per la sua 
funzione nei confronti dell’mRNA target. Tutto ciò è determinato dalla stabilità 
termodinamica; in particolare solamente il filamento che presenterà una minore stabilità 
alle estremità 5’ sarà poi caricato direttamente sul complesso RISC, l’altro viene 
degradato rapidamente (Kim et al., 2009).  
Alcuni studi hanno dimostrato che il processo di formazione del miRNA maturo, può 
avvenire anche senza l’intervento di Dicer, direttamente con il processamento di 
Drosha; esisterebbe perciò un bypass per questo step (S. Cheloufi et al., 2010).  
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1.3.4 FUNZIONAMENTO DEI MIRNA 
 
Il legame miRNA/target avviene a livello della regione 3’ UTR dell’mRNA target. 
Poiché l’interazione avvenga è necessaria la presenza di una perfetta complementarità 
con i nucleotidi 2-7 del miRNA, il cosiddetto “seed” (Bartel DP, 2004), ed una 
sequenza sull’mRNA detta “seed match”.   
Errori di appaiamento, o bolle, possono essere presenti nella regione centrale del duplex 
(dal nucleotide 8 al 13 circa). Un appaiamento incompleto tra miRNA e mRNA 
impedisce l’azione di taglio mediato da Ago (Filipowicz et al., 2008), ed il miRNA 
agisce inibendo la traduzione, senza che l’mRNA venga degradato; la conseguenza 
diretta è una riduzione del solo prodotto proteico all’interno della cellula. 
Se invece la complementarietà è perfetta anche fuori dal seed, si assiste al meccanismo 
di “mRNA cleavage” e si ha una completa degradazione del target.  
La degradazione avviene tramite una rimozione del 3’ mediata da esonucleasi, le quali 
sono richiamate proprio dal complesso RISC (Sanchez et al., 2006); a questo segue una 
completa degradazione dell’mRNA all’interno degli esosomi. Questo evento è raro nei 
mammiferi e molto frequente nelle piante. 
Sono stati proposti diversi meccanismi di inibizione della traduzione ad opera dei 
miRNA, suddivisi in base ai diversi step di azione del ribosoma: inizio, elongazione, 
terminazione. 
L’inizio del processo di traduzione negli eucarioti prevede il legame del cap al 5’ da 
parte di una serie di fattori: eIF4E, eIF4F ed eIF4G. Quest’ultima è una proteina che 
attraverso l’interazione con eIF3 facilita il richiamo della subunità ribosomale 40S.  
Uno dei meccanismi proposti per l’inibizione da parte dei miRNA prevede che la 
proteina Ago (presente nel complesso RISC) vada a competere con il fattore eIF4E nel 
legame al cap del 5’. In questo modo si impedirebbe l’assemblarsi del complesso di 
inizio per la traduzione (Kiriakidou et al., 2007).  
Ago inoltre potrebbe ostacolare il richiamo della subunità 60 S interagendo con un altro 
fattore (eIF6) (Eulalio et al., 2006). 
 
 
Per quanto riguarda l’elongazione, un modello proposto prevede che le proteine 
vengano continuamente tradotte, ma degradate in quanto vengono richiamate proteasi 
da RISC (Olsen et al, 1999).   
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figura 4: meccanismi di repressione/degradazione mediato dai miRNA 
Attraverso studi di Petersen et al. (2006) si ipotizza anche che i miRNA possano 
stimolare il rilascio prematuro dei ribosomi, portando all’interruzione della traduzione 
dell’mRNA. 
Infine i miRNA potrebbero agire anche a livello della terminazione nella traduzione, 
nell’ipotesi proposta da Gu & Kay (2010).  
Altri meccanismi di repressione possono avvenire con una degradazione della proteina 
nascente, o attraverso un sequestro dei messaggeri all’interno dei P-bodies (Sanchez et 
al., 2006). Quest’ultimi sono delle strutture cellulari particolarmente ricchi di enzimi 
che catabolizzano l’mRNA e di repressori tradizionali, in pratica un sito di stoccaggio 
temporaneo per mRNA. 
La scelta di un destino (degradazione) piuttosto che un altro (inibizione della 
traduzione) non è stato ancora chiarito; da una parte sembrerebbe di fondamentale 
importanza la regione centrale del duplex miRNA-mRNA, dall’altra le proteine che si 
verrebbero a legare al 3’UTR (Filipowicz et al., 2008) 
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1.4 FAMIGLIA DEI MIR-218 
 
 
1.4.1 GENERALITÀ SU MIR-218 
 
Della famiglia del miR-218 fanno parte due miRNA; rispettivamente il miR218-1 ed il 
miR218-2 che nell’uomo si localizzano nell’introne dei geni slit2 e slit3 
rispettivamente.  
Differentemente dai mammiferi, zebrafish ne possiede tre copie all’interno del genoma. 
Mentre miR-218a-1 e miR-218a-2 sono localizzati rispettivamente nell’introne di slit2 e 
slit3, miR218b è intergenico.  
MiR-218 mostra un alto livello di conservazione tra le specie: è stato evidenziato il 
100% di omologia del miRNA maturo tra uomo, topo, zebrafish e Xenopus; questo 
potrebbe indicare dei benefici funzionali dal punto di vista evolutivo che hanno 
permesso al gene di mantenersi senza modifiche (vedi figura 6). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
figura 5 (sopra): struttura secondaria miR-218 
figura 6 (sotto): conservazione miR-218 in diverse specie; in giallo le regioni di omologia 
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1.4.2 FUNZIONI DEL MICRORNA 218 
 
Il miRNA 218 è coinvolto nella regolazione di numerosi processi biologici importanti.  
Molti di questi sono pathway di differenziamento: in un lavoro di Hassan et al. (2012) 
si dimostra come il microRNA 218 possa controllare la via di Wnt attraverso la 
riduzione dell’espressione di tre inibitori e promuovendo un loop di auto-amplificazione 
positivo. Wnt (insieme a BMP) è strettamente correlato al commitment degli osteoblasti 
durante lo sviluppo scheletrico, il ruolo di miR-218 come soppressore degli inibitori 
funziona perciò come pro-osteoblastico. 
Sempre a livello del tessuto osseo, è stato dimostrato il ruolo del microRNA 218 come 
regolatore indiretto del gene RUNX2 il quale è coinvolto nella via di differenziamento 
osteoblastico. Infatti una downregulation del miRNA provoca un decremento di 
espressione di RUNX2 con conseguente mancato sviluppo degli osteoblasti (Speer et 
al., 2002). 
Nell’uomo è stato recentemente dimostrato che miR-218 regola lo sviluppo del pancreas 
e del fegato, durante il processo di determinazione cellulare, tramite la regolazione di 
Oc-2 (OneCut-2) un importante regolatore nello sviluppo di questi organi (Simion et al., 
2010).  
Da studi in letteratura emerge che il miRNA 218 ha un ruolo anche nella tumorigenesi;  
recentemente è stato dimostrato che il miR-218 è associato ad oncogeni come myc e 
SRC, i quali sarebbero direttamente od indirettamente suoi target.  
Una downregolazione od una perdita del miRNA può essere associata a tumori dei 
polmoni (Davidson et al., 2010) ed al tumore alla prostata (Leite et al., 2010). 
Una stabile overespressione di miR-218 comporta invece la riattivazione di “tumor 
suppressors” tra cui RASSF1A nel cancro al seno (Li et al., 2012). 
Il miRNA è stato associato anche al cancro della cervice uterina, in quanto la sua 
concentrazione nel siero decresce significativamente in relazione alla presenza di 
tumore nel paziente, ed è inoltre associato alle fasi successive di metastasi linfatica (Yu 
et al., 2012). Anche nel tumore allo stomaco è stato rilevato un decremento della 
espressione del miR-218 in pazienti malati (Gao et al., 2010). 
Si può concludere in generale che bassi livelli di miR-218 sono associati all’insorgenza 
e metastasi dei tumori mentre alti livelli hanno un ruolo “protettivo”.  
In accordo con queste osservazioni sono i dati che dimostrano che miR-218 funziona 
anche come fattore apoptotico (Xia et al., 2012). Per esempio, nelle cellule di glioma è 
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in grado di regolare un fattore nucleare delle cellule B attivate (cellule implicate nella 
risposta apoptotica). 
Ulteriori studi dimostrano che questo miRNA può inibire la progressione cellulare e 
favorire l’apoptosi attraverso la regolazione negativa del gene BMI-1 (He et al., 2012). 
 
Il miRNA218 è direttamente implicato nel sistema slit/ROBO, rispettivamente ligando e 
recettore, inizialmente caratterizzati come regolatori della migrazione degli assoni.  
Nel cervello di ratto l’espressione di questi due componenti è up-regolata durante lo 
sviluppo post-natale, giocando un ruolo fondamentale nella migrazione neuronale 
(Marillat et al., 2002). Recentemente è emerso che il pathway slit/ROBO è implicato 
anche nella proliferazione dei progenitori neuronali, attraverso l’attivazione di Hes-1 un 
effettore di Notch (Borrell et al., 2012).   
Da studi recenti emerge che slit/ROBO sono fondamentali anche per lo sviluppo 
cardiaco; in Drosophila il sistema è implicato nel posizionamento dei cardioblasti 
attraverso la down-regulation dell’E-caderina (Medioni et al. 2008; Santiago-Martinez 
et al. 2008), ma anche nel controllo della polarità cellulare e morfogenesi (Qian & 
Bodmer, 2005).   
Anche in modelli murini slit/ROBO hanno ruoli importanti nello sviluppo cardiaco; 
l’assenza di Robo1 porta ad una parziale mancanza del pericardio, doppi mutanti per 
Robo1/2 hanno ipoplasie alle vene cave, mentre mancanza di slit3 porta sempre a danni 
durante la morfogenesi delle vene cave (Mommersteeg et al., 2012). 
Anche in zebrafish il sistema slit/ROBO è coinvolto nella migrazione del miocardio, 
nello sviluppo dell’endoderma, e nella deposizione di proteine della matrice 
extracellulare, come la fibronectina (Alexander & Stainier 1999; Sakaguchi et al., 
2006). 
Il microRNA218 ha un ruolo fondamentale nel controllo del pathway slit/ROBO, infatti 
in tutti i vertebrati uno dei target diretti del microRNA218 è ROBO (nella quale 
famiglia fanno parte 4 membri) che lo regola direttamente.  
In zebrafish si è potuto capire, con lo studio di Fish et al. (2011), che l’interazione 
Slit/ROBO sia fondamentale per la formazione del tubo cardiaco lineare (prima che 
avvenga il ripiegamento e che il cuore assuma la sua funzionalità completa).   
Nel network regolativo che si viene a formare, miR-218 controlla ROBO, il quale a sua 
volta regola la risposta al VegF da cui dipende la migrazione delle cellule 
dell’endocardio. 
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Recentemente è stato dimostrato che in zebrafish miR-218 è sotto il controllo di tbx-5 
(Chiavacci et al., 2012).  
È stato dimostrato che i livelli di tbx5, slit/ROBO e del miRNA 218 sono tutti correlati 
tra di loro, a determinare un network di regolazione per lo sviluppo dell’organo 
cardiaco. Infatti una sovraespressione del microRNA porta a dei severi effetti cardiaci in 
zebrafish (come edema pericardico, un lopping non completo e difetti nelle camere 
cardiache), effetti che ritroviamo anche overesprimendo tbx-5. 
In particolare fenotipi di zebrafish, in cui una sovraespressione di tbx-5 ha causato 
severe malformazioni cardiache, possono essere recuperati attraverso una 
downregulation proprio di miR-218 (Chiavacci et al., 2012 – vedi figura 7). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7: A) embrioni 72hpf di controllo. B.C) embrioni 72hps a cui è stato microiniettato miR-218; si 
può notare la presenza di edema (– e), mentre atrio (-a) e ventricolo (-v) presentano diversi gradi di 
difetti cardiaci, tra cui un ventricolo fortemente allungato (figura C - in basso, indicato da freccia). D) 
iniettando il morfolino (oligonucletotide antisenso) per miR-218 non si genera né edema cardiaco, né 
altri difetti all’organo. Questo è in accordo con i livelli bassi di miR-218 durante le primissime fasi di 
sviluppo.  
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1.5 IL PESCE ZEBRA 
 
 
1.5.1 PESCE ZEBRA COME SISTEMA MODELLO 
 
Negli ultimi anni è notevolmente aumentato l’utilizzo di Danio rerio (zebrafish) come 
sistema modello in diversi campi: nello screening di diverse molecole/composti/farmaci 
atti a curare determinate malattie (Langheinrich et al., 2002), nello studio di diverse 
patologie ereditarie e congenite (Dooley & Zon, 2000) e dei processi di sviluppo (Glass 
& Dahm, 2004).  
Il pesce zebra è stato inoltre impiegato per studiare la patogenesi di alcuni batteri 
(Prouty et al., 2003), malattie neurodegenerative (Taylor et al., 2004) e studi funzionali 
di tipo fisiologico (Josephine P. Briggs 2002). 
Infatti sono molteplici gli aspetti vantaggiosi che ne favoriscono il suo impiego; primo 
fra tutti la fecondità elevata (circa 200 uova a frizione) che permette di rendere 
facilmente ripetibile l’esperimento in atto e di ottenere buone statistiche.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
In secondo luogo lo sviluppo è relativamente veloce: mentre lo zigote si forma dopo 
circa ¾ hpf (hours post fertilization) il primo solco di divisione si inizia a notare dai ¾ 
hps alle 2 ¼ hpf.  
Dopo 24h dalla fecondazione l’embrione ha già sviluppato gran parte dei tessuti e 
presenta abbozzi degli organi vitali, mentre a circa 72 hpf avviene la schiusa (Kimmel et 
al., 1995).  
 
Figura 8: esemplare adulto di Danio rerio 
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Un altro importante vantaggio è la fecondazione esterna: i gameti si incontrano fuori dal 
corpo dell’animale e le uova fecondate si ritrovano direttamente nell’acqua. 
Quest’ultime, del diametro di circa un millimetro, sono facilmente manipolabili e sono 
trasparenti (vedi figura 9); in questo modo è possibile seguire i vari destini cellulari in 
particolare quando si utilizzano come traccianti proteine fluorescenti come la GFP.  
Anche l’embrione durante i primi giorni di sviluppo rimane trasparente e permette 
quindi di visualizzare facilmente i suoi organi vitali (Ackermann & Paw, 2003).  
Inoltre il DNA dello zebrafish è stato quasi completamente sequenziato 
(http://www.sanger.ac.uk/Projects/D_rerio/), questo risulta essere un vantaggio nel 
momento in cui si ha la necessità di effettuare manipolazioni a livello genetico.  
Zebrafish può essere particolarmente importante anche nello studio dei microRNA che  
sono presenti e raggruppabili in 87 diverse famiglie, di cui ben 81 risultano essere 
conservati anche nei mammiferi (Chen et al., 2012).  
Diverse tecniche permettono di identificare e testare l’effetto dei diversi miRNA 
direttamente a livello di embrione: la microiniezione allo stadio di 1-2 cellule, con la 
possibilità di inserire direttamente molecole antisenso morfoliniche. Allo stesso tempo, 
grazie sempre alla sua facile manipolazione Danio rerio è utilizzato per operazioni di 
transgenesi (vedi capitolo successivo). 
Il sistema modello zebra, inoltre, non dipende nelle prime fasi di sviluppo dalla 
circolazione sanguigna; ciò ha permesso di studiare geni (e miRNA) coinvolti 
direttamente o indirettamente sullo sviluppo del sistema cardiocircolatorio. Zebrafish è 
in grado di sopravvivere senza un cuore funzionante per circa cinque giorni.  
 
figura 9: embrione di zebrafish allo stadio di 2 cellule (A) 4 cellule 
(B) 8 cellule (C) 16 cellule (D) 32 cellule ((E) 64 cellule (F) 
  22 
1.5.2 TRANSGENESI IN ZEBRAFISH 
 
Attraverso il processo di transgenesi è possibile inserire un gene esogeno, o modificare 
artificialmente un gene endogeno, in un organismo vivo il quale mostrerà delle nuove 
proprietà e potrà (in alcuni casi) trasmetterle alla prole.  
Il punto cruciale della tecnica si ha con l’introduzione del DNA (il cosiddetto 
transgene) all’interno dell’organismo attraverso l’utilizzo di un vettore; questo dovrà 
contenere sequenze nucleotidiche corrispondenti al gene di interesse, compreso un sito 
di inizio trascrizione, un promotore, un sito di poliadenilazione, la regione 5' e 3’ non 
tradotta ed il codone d’inizio per la traduzione. 
Il primo organismo transgenico prodotto è stato un topo, attraverso la microiniezione di 
un plasmide nel pronucleo di un oocita fecondato (Gordon & Ruddle, 1981). L’oocita 
era stato impiantato nell’ovidutto di una femmina indotta ormonalmente alla 
gravidanza, che serviva come “incubatore” per lo sviluppo dell’embrione fino alla 
nascita.  
Successivamente molte altre specie di animali sono state utilizzate come ratti, conigli, 
pecore, maiali ed anche pesci.  
La costruzione del primo zebrafish transgenico è avvenuta grazie a Stuart et al. (1988) 
attraverso l’iniezione di un plasmide ad alta concentrazione direttamente nell’embrione. 
Attraverso una successiva estrazione di DNA venne valutato che solo il 5% degli 
embrioni iniettati mantenevano il DNA estraneo all’interno.  
Studi successivi permisero di esprimere la proteina fluorescente verde (GFP), anche se 
l’espressione avveniva a mosaico nel pesce adulto (solo alcune cellule mostreranno la 
fluorescenza) in quanto solo un sottogruppo di cellule conservano il DNA estraneo una 
volta che aveva inizio l’espressione della proteina (Long et al., 1997).  
Gli zebrafish diventano fondatori positivi quando il DNA iniettato si integra nel genoma 
delle cellule germinali. 
Per migliorare l’efficienza di integrazione (che continuava ad essere molto bassa – solo 
il 5% - 20% di DNA iniettato si integrava nel genoma di zebrafish), sono diverse le vie 
scelte nel corso degli anni: infezioni con retrovirus in colture di sperma in vitro (Kurita 
et al., 2003), l’utilizzo di un costrutto come la meganucleasi (Soldoroni et al., 2009) e 
l’utilizzo di un sistema di trasposoni mediata dal plasmide BAC (Shin-ichi Higashijima 
2008).  
  23 
Ultimamente un sistema che permette di ottenere un’alta efficienza è quello del 
trasposone Tol-2, identificato per la prima volta da Koga et al. (1996) nel genoma 
diploide dei pesci medaka. Il messaggero del trasposone viene co-iniettato, nell’uovo 
fertilizzato allo stadio di una cellula (vedi figura 10), insieme al plasmide contente il 
transgene di nostro interesse, fiancheggiato da due repeats invertiti di riconoscimento 
per Tol-2 (Koichi Kawakami 2005). 
Attraverso l’individuazione delle regioni da parte del trasposone si ottiene una maggiore 
efficienza di integrazione da un 12.5 % nei primi lavori di Kawakami & Shima (2000), 
fino anche ad un 50% di pesci che presentavano il transgene (Kawakami et al. 2004).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Rispetto al topo, la transgenesi in zebrafish presenta dei vantaggi soprattutto per la 
maggiore facilità di manipolazione delle uova e la loro trasparenza, che ne permette 
l’analisi direttamente al microscopio ottico. La riproduzione essendo esterna (a 
differenza della riproduzione interna del topo) permette di utilizzare tecniche non 
invasive anche per seguire ogni stadio di sviluppo. Infine la progenie è molto ampia, se 
consideriamo che ad ogni incrocio si producono da 50 a 200 uova, il che permette di 
avere una probabilità più grande che il nostro gene si sia correttamente inserito nel 
genoma ospite. 
figura 10: schema del funzionamento del trasposone Tol-2. Il transgene 
(in verde) viene co-iniettato nello zigote di zebrafish insieme al 
trasposone. Quest’ultimo, riconoscendo le sequenze Tol-2 (in rosso – 
fiancheggianti il transgene) ne determina una escissione con seguente 
integrazione nel genoma di zebrafish. 
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1.5.3 TRANSGENESI CONDIZIONALE 
 
Una limitazione delle tecniche di transgenesi classiche sono derivate dal fatto che sono 
“tutto o nulla” cioè il transgene viene espresso in tutto l’embrione in ogni momento 
dello sviluppo. In molti casi questo non permette di rispondere a domande più 
specifiche sull’espressione genica (Ryding et al.,2001 ).  
Una evoluzione delle tecniche classiche prevede il controllo sia spaziale che temporale 
del transgene, attraverso l’uso di interruttori molecolari che permettono di accenderlo o 
spegnerlo in risposta a particolari stimoli. 
Un sistema ideale dovrebbe permette di effettuare lo switch “on-off” rapidamente, 
reversibilmente e ad ogni momento della vita post-natale dell’organismo (e nel tipo 
cellulare desiderato).  
Il punto cruciale della transgenesi condizionale riguarda la scelta di un promotore che 
sia reattivo e specifico verso determinati stimoli, che possono essere legati a particolari 
condizioni fisiche (come lo shock termico) o chimiche (l’uso di particolari sostanze).  
La prima tecnica di transgenesi condizionale è quella proposta da Gossen et al. (1993) 
nel topo, in cui il transgene viene introdotto sotto il controllo dell’operatore della 
tetraciclina (tetO). È inoltre presente una proteina (tetR) in grado di legarsi a tetO 
determinando una soppressione della trascrizione, che può essere bloccata tramite l’uso 
dell’antibiotico tetraciclina.  
Il sistema modificato è stato recentemente impiegato in zebrafish (Knopf et al., 2010) in 
cui un attivatore trascrizionale tetraciclina inducibile è fuso al dominio di legame del 
ligando in un recettore per i glucocoritcoidi.  
Per cui l’attivazione della trascrizione avverrà solo in presenza dell’ormone.  
Un altro sistema per la creazione di un organismo transgenico condizionale prevede 
l’utilizzo di un attivatore trascrizionale del lievito, il Gal4, il quale è in grado di agire su 
particolari sequenze del DNA (UAS = Upstream Activating Sequences) che si trovano a 
monte del transgene. La tecnica, molto utilizzata in Drosophila melanogaster (Fischer 
et al., 1988) prevede che il controllo spaziale dell’espressione genica avvenga attraverso 
il controllo dell’attivatore Gal4, con un promotore tessuto-specifico.  
In studi recenti (Distel et al. 2009) il sistema Gal4-UAS è stato ottimizzato anche 
nell’organismo modello zebrafish con l’impiego del trasposone Tol-2. 
Un’altra importante tecnica per la costruzione di organismi transgenici è quella 
denominata Cre-Lox. 
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Cre deriva direttamente dal batteriofago P1, è una ricombinasi in grado di riconoscere 
un sito sul DNA chiamato loxP (locus of X-over of P1). La sequenza, della grandezza di 
34 bp, contiene due regioni invertite di 13 bp fiancheggianti una regione non 
palindromica che è il core del loxP, di circa 8 bp (Brian Sauer, 1998).  
La ricombinazione avviene tramite una escissione della regione di DNA fiancheggiata 
dai siti loxP con un seguente chiusura ad anello.  
Un codone di stop (fiancheggiato dai siti loxP) tra il promotore ed il transgene; fa sì che 
solo in presenza della ricombinasi si possa attivare il transgene, rimuovendo lo stop. 
Il topo transgenico verrà generato dall’incrocio di due linee, una che presenta il 
transgene con i siti loxP, l’altra che presenta la ricombinasi Cre (vedi figura 11).  
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Un ulteriore passo avanti è stato fatto introducendo un promotore tessuto specifico a 
monte del gene per la ricombinasi Cre; quest’ultima si esprimerà solamente in quel tipo 
di cellule e mai nelle altre (e di conseguenza anche il gene a cui viene tolto lo stop).  
In poche parole avremo un controllo spaziale dell’espressione genica.  
 
Inizialmente il sistema modello utilizzato è stato il topo (Andras Nagy, 2000); qui 
molteplici sono gli impieghi, tra cui la creazione di sistemi di knock-out genico. 
figura 11: schema del funzionamento del sistema Cre-loxP. In una linea transgenica 
di topi è presente un codone di stop fiancheggiato da sequenze loxP. A monte, fuori 
dai siti loxP è localizzato il transgene che in presenza dello stop non viene espresso.  
L’altra linea presenta la ricombinasi Cre. 
Il topo che deriva dall’incrocio delle due linee è un doppio transgenico e presenta 
entrambi i costrutti: la Cre può escindere il codone di stop riconoscendo i siti loxP e 
attivare il transgene. 
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Successivamente anche nel lievito Saccharomyces cerevisae (Brian Sauer, 1987) nel 
batterio Lactobacillus plantarum (Lambert et al., 2007), in Drosophila (Siegal & Hartl, 
1996) ed infine anche in zebrafish (Hans et al., 2009) si è fatto avanti l’impiego della 
tecnica Cre-Lox. 
Una modifica apportata permette, oltre al controllo spaziale dell’espressione genica, 
anche quello temporale.  
La ricombinasi Cre può essere fusa con il dominio di binding  di un ligando mutato del 
recettore per gli estrogeni umano, ERT2, che richiede la presenza del farmaco 
tamoxifen (TAM) per il suo funzionamento. La CreERT2 che risulta dalla fusione è 
dipendente dalla somministrazione del TAM che ne permette la traslocazione all’interno 
del nucleo e quindi la sua attivazione (Hans et al., 2009). 
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2.0 Scopo della tesi 
 
 
Lo scopo di questo lavoro di tesi consiste nella costruzione di un sistema di transgenesi 
in zebrafish che permetta la overexpression o la downregulation di un microRNA.  
In questo lavoro di tesi è stato scelto il microRNA 218, recentemente dimostrato 
cruciale per lo sviluppo cardiaco, come microRNA da modulare stabilmente mediante 
transgenesi. 
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3.0 Materiali e metodi 
 
 
3.1 IL CLONAGGIO CLASSICO 
 
 
3.1.1 VETTORI PLASMIDICI UTILIZZATI 
 
 3.1.1.1 PGEM-T EASY 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Il vettore plasmidico pGEM-T Easy® (Promega) è un vettore linearizzato che 
presenta una coda di poli-T ad ogni estremità 3’. Questa modifica evita che il 
vettore si richiuda su se stesso, inoltre fornisce estremità compatibili per i 
prodotti di PCR a cui la Taq polimerasi aggiunge delle code di poli-A. 
Il vettore plasmidico pGEM-T Easy® presenta un sito multiplo di clonaggio 
(MCS) caratterizzato da una serie di siti per enzimi di restrizione e presenta 
inoltre un promotore T7 ed uno SP6 per le rispettive RNA polimerasi.  
Figura 12: schema del vettore pGEM-T Easy 
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Il sito di clonaggio si trova all’interno del gene lacZ; se un inserto è stato clonato 
nel MCS, la cornice di lettura è interrotta, l’enzima non viene prodotto e di 
conseguenza non può essere metabolizzato il substrato X-gal aggiunto alle 
piastre. Le colonie pertanto rimangono bianche. Viceversa, se l’inserto non è 
presente il gene lacZ viene prodotto, il substrato metabolizzato e le colonie 
diventeranno di colore blu. 
Il vettore presenta, inoltre, una origine di replicazione (ori) per il batterio e il 
gene della resistenza per l’ampicillina (con cui vengono selezionate le colonie 
che possiedono il vettore). 
 
 
 3.1.1.2 PCMV-MCS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Il vettore pCMV-MCS della lunghezza di 4492 bp presenta un promotore CMV 
il quale viene particolarmente utilizzato nelle colture cellulari in quanto 
promotore forte per gli eucarioti. Deriva direttamente dal Cytomegalovirus, un 
ceppo di virus della famiglia degli Herpes virus. In aggiunta al promotore è 
presente anche un introne che ne aumenta i livelli di espressione. 
A monte del promotore e dell’introne è presente il sito multiplo di clonaggio 
(MCS) in cui è possibile introdurre l’inserto, a valle una coda di poli-A 
necessaria per una corretta trascrizione e per la stabilità del messaggero 
prodotto.  
Figura 13: schema del vettore pCMV-MCS 
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Nel vettore è inoltre presente l’origine di replicazione per E. coli ed il gene di 
resistenza per l’ampicillina in modo da permettere la selezione dei batteri che 
presentano il vettore. 
 
 
3.1.1.3 PGLU5X 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Il vettore pGLU5X deriva dal pGL3 promoter vector® (Promega) il quale 
 presenta, sotto il promotore SV40, il gene della luciferasi (luc+).  
Questo è un enzima che ha la funzione di catalizzare la reazione in cui si 
produce “luce biologica” attraverso la catalisi del substrato luciferina. 
Il vettore originale è stato modificato in modo da avere, a valle della sequenza 
codificante la luciferasi, un piccolo sito multiplo di clonaggio.  
Grazie alla presenza dell’MCS, dopo il segnale di stop per la traduzione della 
luciferasi, è possibile perciò introdurre una sequenza che farà parte della 
porzione 3’UTR del trascritto, ma che non verrà tradotta e quindi non altererà la 
struttura del reporter.  
Il vettore contiene inoltre il sito di replicazione ori ed una resistenza 
all’ampicillina. 
 
Figura 14: schema del vettore pGLU5X 
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3.1.2 PREPARAZIONE DEL VETTORE  
 
Digestione con enzimi di restrizione 
 
Affinché un clonaggio possa avvenire, il vettore dovrà essere modificato in modo da 
avere le estremità compatibili con quelle dell’inserto. Sarà poi la DNA ligasi ad 
effettuare il legame tra i due frammenti di DNA. 
Conoscendo la mappa del vettore, questo dovrà essere digerito con gli enzimi necessari 
per crearne le giuste estremità. Gli enzimi utilizzati sono chiamati “di restrizione”; 
hanno la capacità di riconoscere specifiche sequenze sul DNA e di effettuare il taglio 
delle stesse. 
Il protocollo di digestione prevede la preparazione di una mix che comprende: DNA 
plasmidico del vettore, l’enzima di restrizione ed il suo buffer corrispondente (che 
facilita il taglio). La maggioranza degli enzimi di restrizione funziona a 37°C con un 
tampone tra pH 7 e 8, le specifiche caratteristiche sono indicate dai fornitori. 
 
 
Defosforilazione  
 
Se il taglio produce due estremità con le stesse sequenze (quindi si digerisce con un solo 
enzima) dobbiamo impedire che si richiuda su se stesso.  
In questo caso effettuiamo una defosforilazione, utilizzando la CIP – Proteasi alcalina, 
Calf Intestinal – (NEB) che catalizza la rimozione del fosfato al 5’, rendendo quindi 
impossibile la reazione di ligation e quindi la circolarizzazione del vettore.  
Il protocollo prevede l’aggiunta di 0.5 U di CIP ogni µg di vettore utilizzato e la 
successiva incubazione per 2h a 37°C. 
L’assenza di gruppo fosfato al 5' del vettore produrrà due nick, uno per filamento. 
Queste non influenzeranno negativamente la stabilità del costrutto (vettore + inserto) in 
quanto riparate dai sistemi presenti in E.coli subito dopo la trasformazione. 
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Purificazione 
 
A questo punto la fase finale di preparazione prevede una purificazione del vettore dopo 
una corsa su gel di agarosio (in TBE 0.5X). Alla fine della corsa, le bande vengono 
successivamente escisse e purificate con il kit QIAquick Gel Extraction® (Qiagen).  
Il kit funziona con particolari colonnine, in silice, che adsorbono gli acidi nucleici 
grazie anche alle particolari condizioni venutesi a creare dai sali dei buffer usati.  
Una serie di passaggi di lavaggio, come descritti dal protocollo, permettono di eliminare 
le impurità e di eluire il plasmide. 
Una volta purificato il vettore verrà analizzato al nanodrop per valutarne la 
concentrazione e corso su gel agarosio 0.8% (TBE 0.5 X) per un’analisi quantitativa. 
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3.1.3 PREPARAZIONE DELL’INSERTO 
 
La PCR (Polimerase Chain Reaction) 
 
Il vettore d’elezione per il clonaggio di un prodotto di PCR è il pGEM-T Easy (vedi 
capitolo 3.1.1.1) che sfrutta la caratteristica della Taq polimerasi di attaccare alle 
estremità dell’amplificato delle code di poli-A.  
La tecnica di PCR, ideata da Kary B. Mullis nel 1983, permette di amplificare un 
frammento di acido nucleico (DNA) attraverso una serie di cicli successivi di 
temperature diverse. 
La reazione avviene in presenza di una DNA polimerasi termostabile in grado di 
resistere ad alte temperature, la Taq polimerasi estratta dal batterio termoresistente  
Thermus aquaticus nel 1988. 
Affinché possa avvenire questa reazione, sono necessari due oligonucleotidi a singolo 
filamento (i primer) complementari all’estremità 5’ e 3’ del frammento da amplificare 
(ciò implica una conoscenza a priori della sequenza di DNA in uso). 
La reazione è costituita dalla ripetizione di cicli caratterizzati dall’alternarsi di tre 
temperature diverse: 
 
– denaturazione del doppio filamento di DNA stampo (alla temperatura di 95°C) 
normalmente la durata di questa fase è di 30’’; 
– annealing del primer alla regione complementare del DNA stampo, 
rispettivamente alle due estremità. La temperatura di annealing dipende dalla 
temperatura di melting (Tm) dei primers e varia dai 50°C ai 70°C sulla base dei 
nucleotidi di cui è composto ogni primer.  
Vi sono diverse formule per il calcolo della Tm. Quella da noi adottata è la 
seguente: Tm = [4(G + C) + 2(A + T)] °C).  
Normalmente la durata di questa fase è 30’’; 
– allungamento in cui la DNA polimerasi termostabile inizia ad aggiungere i 
nucleotidi in direzione 5’-3’ complementari alla sequenza stampo, usando come 
innesco i primer. La temperatura varia tra i 68°C ed i 72°C in base alle 
caratteristiche della Taq utilizzata. Il tempo di allungamento dipende dalla 
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lunghezza del frammento da amplificare; solitamente la Taq polimerasi riesce ad 
aggiungere 100bp / sec. 
 
In ogni ciclo il numero di molecole del DNA stampo aumenta in maniera esponenziale.  
Infatti mentre dopo il primo ciclo da un singola molecola di DNA si ottengono due 
molecole (ognuna costituita da un’elica “vecchia” che ha fatto da stampo alla sintesi 
dell’elica “nuova”), al secondo ciclo ciascuna delle due molecole si denatura, i quattro 
filamenti di DNA che si ottengono fanno da stampo per l’attività della DNA polimerasi 
ed alla fine le molecole di DNA diventano quattro. Il processo di amplificazione 
continuerà in maniera esponenziale, fino al raggiungimento di un plateau. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15: schema cicli PCR 
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Affinché la reazione avvenga, viene preparata una mix secondo lo schema sotto 
riportato: 
 
DNA stampo 1 µl (per DNA plasmidico circa 1 ng totale/ 100  
ng per DNA genomico) 
Primer Reverse 10 µM 2 µl 
Primer Forward 10 µM 2 µl 
dNTP 5 mM 2 µl 
GoTaq® buffer 5.0 X 100 µl 
GoTaq® (5u/ µl) 1 µl 
H20 32 µl 
 
 
Tailing 
 
In molti casi un inserto viene preparato tramite una amplificazione con una Taq “proof 
reading”, cioè una Taq che mediante un’attività esonucleasica, è in grado di correggere 
gli eventuali errori introdotti dalla attività polimerasica che ha generalmente una bassa 
fedeltà. Questo tipo di Taq riconosce la coda di poli-A come un errore e pertanto la 
elimina.  
I prodotti di PCR generati da queste Taq hanno pertanto l’estremità blunt.  
In questo caso sarà necessario, dopo l’amplificazione, utilizzare una Taq non “proof 
reading” per aggiungere alla estremità 3’ del prodotto di PCR, la coda di adenina.  
La reazione di tailing prevede la creazione di una mix: 
 
– 6.5 µl DNA; 
– 1 µl goTaq (1 U/ µl); 
– 2 µl buffer 5X; 
– 0.5 µl ATP . 
 
Le mix vengono quindi lasciare per 15’ a 75°C. 
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3.1.4 LIGATION  
 
La ligation è una reazione che permette di creare un legame covalente tra due frammenti 
di DNA; nel nostro caso il vettore e l’inserto che posseggono estremità compatibili 
essendo tagliati con gli stessi enzimi di restrizione.  
L’enzima T4 DNA ligasi (Thermo Scientific) catalizza la reazione di formazione di 
legame fosfodiesterico tra il fosfato (-P) al 5’ e l’idrossile (-OH) al 3’.  
Per la reazione è necessaria la preparazione di una mix che contiene: 
– DNA del vettore; 
– DNA dell’inserto; 
– T4 DNA ligasi 5 U/µl; 
– Buffer T4 ligasi 10X (400mM Tris-HCl, 100 mM MgCl2, 100mM DTT, 5mm 
ATP). 
 
La quantità di DNA da utilizzare è fondamentale per l’efficienza della reazione, 
normalmente il rapporto molare vettore:inserto varia da 3:1 a 1:3.  
Una formula ci permette di predire, in base alla quantità di vettore, quanto inserto 
dobbiamo utilizzare: 
 
[(ng vector) x (kb size of insert) / (kb size of vector)] X [molar ratio of 
(insert/vector)] = (ng insert) 
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3.1.5 TRASFORMAZIONE IN E. COLI  
 
La trasformazione è un fenomeno che permette l’assunzione di materiale genetico 
esogeno da parte dei batteri; questo può avvenire naturalmente, ma può essere 
riprodotto, in presenza di particolari condizioni, anche in laboratorio. 
Il vantaggio di poter inserire vettori plasmidici (che portano il frammento di DNA 
desiderato) all’interno di Escherichia coli è quello di poter ottenere in breve tempo, in 
maniera relativamente facile e non dispendiosa, una grande quantità degli stessi vettori. 
I ceppi di E. coli da noi utilizzati per la trasformazione sono il DH5-alpha e l’X10-gold. 
Quest’ultimo differisce per una ridotta capacità a ricombinare. 
Ci sono diversi protocolli per trasformare E. coli, precedentemente rese competenti.  
Il protocollo da noi utilizzato prevede uno shock termico. Con il passaggio repentino da 
alte a basse temperature si favorisce l’apertura di pori nella membrana cellulare e 
l’entrata di materiale genetico presente nell’ambiente circostante. 
 
• Alle cellule competenti, mantenute a -80°C in aliquote da 100 µl, viene aggiunto 
5 µl della miscela di ligation, lasciandole in ghiaccio per 30’; 
• a questo punto avviene lo shock termico: le cellule sono lasciate per 45’’ 
(DH5alpha) o 1’30’’ (X10-gold) a 42°C e successivamente di nuovo in ghiaccio 
per 5’; 
• si aggiunge all’aliquota 900 µl di LB (Luria Bertani broth); 
• le cellule vengono messe in un agitatore a 37°C per circa 1h 30’; 
• a questo punto 100 µl (1/10) di crescita viene seminata su piastra LB; 
• i 900 µl (9/10) rimanenti vengono centrifugati a 3000 rpm per 2’, il pellet 
risospeso in 100 µl e piastrato; 
• le piastre vengono mantenute over night a 37°C. 
 
Il giorno successivo, se la trasformazione è avvenuta, troveremo cresciute sulla piastra 
delle colonie. Queste sono ottenute da una unità formante colonia (CPU) cioè da una 
singola cellula che si è replicata. 
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3.1.6 LA COLONY PCR 
 
La colony PCR è una variante della reazione tradizionale, utilizzata come mezzo 
preliminare per valutare l’effettiva bontà di un clonaggio.  
Questa tecnica permette di analizzare rapidamente un alto numero di colonie 
identificando quelle che contengono il costrutto di interesse.  
Il vantaggio sta nel fatto che non è necessario estrarre DNA plasmidico dal batterio E. 
coli, ma viene utilizzata direttamente la singola colonia cresciuta.  
La preparazione della mix di reagenti per la PCR risulta essere la stessa indicata nel 
capitolo sulla PCR (3.1.3), ma su scala ridotta:  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La singola colonia viene raccolta con un’ansa sterilizzata (al calore, con bunsen) ed 
introdotta nella mix di reazione.  
La temperatura del primo ciclo di PCR (a 95°C per 5’) permetteranno una lisi del 
batterio con il DNA che verrà quindi reso disponibile per l’azione della Taq. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Primer Reverse 1.0 µM 0.2 µl 
Primer Forward 1.0 µM 0.2 µl 
dNTP 5 mM 0.2 µl 
GoTaq® buffer 5.0 X 2.0 µl 
GoTaq® (5u/ µl) 0.2 µl 
H20 6.2 µl 
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3.1.7 ESTRAZIONE DNA DA E. COLI: MINI PREP 
 
La mini prep è una tecnica utilizzata per estrarre il DNA plasmidico da E. coli. 
La tecnica prevede, partendo dalle colonie batteriche, una crescita overnight a 37°C (in 
agitazione) in 5ml di brodo liquido LB con l’antibiotico per la resistenza (varia in base 
al vettore utilizzato).  
Al mattino le cellule sono centrifugate ed il DNA plasmidico è estratto dal pellet 
utilizzando il kit Wizard Plus Minipreps DNA Purification System® (Promega) e 
seguendo il protocollo della ditta.  
Il DNA estratto sarà successivamente quantificato al nanodrop, valutando i diversi 
valori di assorbanza: mentre le basi azotate del DNA assorbono ad A=260, le proteine 
hanno un picco di assorbimento ad A=280, perciò se il rapporto A260/A280 è circa 1,8 
si ha una buona purezza del campione. 
Un altro rapporto da considerare è quello tra A=260 ed A=230, questo riflette la 
contaminazione del campione da sostanze aromatiche/fenoli/peptidi. Un buon campione 
ha un rapporto A260/A230 di circa 2,2.   
L’ultimo controllo per il DNA estratto da miniprep si ha con una corsa su gel di 
agarosio 0,8 % (TBE 0,5 X) che permette di valutare sia la grandezza (in kilobasi) del 
costrutto, sia la sua concentrazione grazie all’utilizzo di un ladder costituito da una 
miscela di frammenti di DNA a PM e concentrazione nota.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  40 
3.2 GATEWAY TECHNOLOGY 
 
 
3.2.1 LA TECNICA 
 
La Gateway Technology è una tecnica di clonaggio universale basata sulle proprietà del 
batteriofago lambda di effettuare ricombinazioni sito-specifiche (Ptashne et al., 1992). 
Questa tecnica permette di trasferire, in maniera rapida ed efficiente, sequenze di DNA 
tra plasmidi senza utilizzare i classici metodi basati su restrizioni e ligation.  
Affinchè la reazione possa avvenire è necessaria la presenza di due enzimi, la LR 
clonase e la BP clonase e di particolari sequenze, dette att sui frammenti da clonare. 
 
La prima fase prevede l’aggiunta di due estremità attB1 ed attB2 al 3’ ed al 5’ del 
frammento di nostro interesse, tramite la PCR. I frammenti verranno inseriti all’interno 
di un vettore donor che contiene sequenze attP tramite l’enzima BP clonase (vedi figura 
16). 
 
 
 
 
Il protocollo prevede la preparazione di una mix: 
• prodotti PCR con estremità attB (40-100 fmol)  1-10 µl; 
• vettore pDONR™ (supercoliled 150 ng/ µl)   2 µl; 
• 5X BP Clonase™ reaction buffer     4 µl 
• TE buffer (pH 8.0)      a volume 16 µl. 
 
Si aggiungono alla mix 2 µl di BP clonase™, dopo averla vortexata e si incuba 1h a 
25°C. Dopo aver aggiunto 1 µl di proteinasi K (2 µg/µl) ed incubato a 37°C per 10’ è 
possibile trasformare le cellule competenti di E.coli. 
Per la selezione, molti dei vettori pDONR™ contengono delle cassette, fiancheggianti i 
siti att, che presentano il gene per la resistenza al cloramfenicolo (CmR) ed il gene ccdB 
Figura 16: reazione BP clonase™ 
  41 
per la selezione negativa. La proteina CcdB, infatti, interagisce negativamente con la 
DNA girasi di E. coli (Bernard & Couturier, 1992) inibendo la sua crescita.  
Quando avviene la ricombinazione (tra il vettore pDONR™ e l’inserto con i siti attB), il 
gene di interesse sostituisce questa cassetta, permettendo così al batterio la crescita. 
 
Nella seconda fase, la reazione LR, si facilita la ricombinazione tra un substrato attL 
(nell’entry clone che abbiamo generato nella prima reazione) con un substrato attR 
(destination vector). La reazione è catalizzata dalla LR clonase™ (vedi figura 17). 
 
 
 
 
Il protocollo previsto inizia con la preparazione di una mix: 
• Entry clone (supercoiled 100-300 ng)  1-10 µl; 
• Destination vector (supercoiled 150 ng/ µl)  2 µl; 
• 5X LR Clonase™ reaction buffer    4 µl 
• TE buffer (pH 8.0)     a volume 16 µl. 
 
Si aggiungono alla mix 2 µl di LR clonase™, dopo averla vortexata e si incuba 1h a 
25°C. 
Dopo aver aggiunto 1 µl di proteinasi K (2 µg/µl) ed incubato a 37°C per 10’ è possibile 
trasformare le cellule competenti di E.coli. Anche in questo caso la presenza del gene 
ccdB favorirà la selezione delle colonie ricombinanti. 
 
 
  
 
 
 
 
 
Figura 17: reazione LR clonase™ 
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3.3 COLTURE CELLULARI  
 
3.3.1 CELLULE 293T  
 
Le cellule 293T, conosciute anche come HEK (Human Embrionic Kidney) derivano da 
una linea cellulare di rene embrionale umano.  
Sono state ingegnerizzate nei primi anni ’70 attraverso l’utilizzo di un vettore 
adenovirale che ha permesso di far esprimere il gene per l’antigene T di SV40 
stabilmente nel genoma. Questo è necessario per la replicazione di plasmidi contenenti 
l’origine di replicazione di SV40. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Le cellule sono state cresciute in coltura in terreno DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle 
Medium) costituito da: 
– 10 % FBS (siero fetale bovino) [10%]; 
– 1 % penicillina/streptomicina 100 µg/mL; 
– 1 % L-glutammina 100 µg/mL; 
– 1 % NEAA (Nonessential amino acids); 
– 1% Na-Piruvato; 
– DMEM High Glucose a volume. 
 
Le cellule vengono prelevate dall’azoto liquido (dove sono mantenuti i pellet), 
scongelate e seminate in una piastra p100 ad una densità di 2,0 X 106 ed incubate a 37°C 
con il 5% di CO2.  
 
Figura 18: cellule 293T in coltura  
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Il protocollo di mantenimento prevede di : 
– aspirare il mezzo presente; 
– aggiungere circa 2 ml di versene per lavaggio; 
– aspirare il versene, aggiungere 2 ml di Tripsina 1X per staccare le cellule; 
– centrifugare le cellule a 1200 RPM per 7’ e risospendere il pellet in 5 ml 
DMEM; 
– contare le cellule in camera di Burker; 
– seminare su piastra (a seconda delle esigenze) sulla base della conta effettuata. 
 
 
3.3.2 TRASFEZIONE DELLE CELLULE 293T 
 
La trasfezione è una tecnica che permette di introdurre DNA/RNA all’interno di cellule 
eucariotiche.  
Per i nostri esperimenti le cellule 293T vengono seminate su una piastra a 12 pozzetti 
con una densità di 1.5 X 105 cellule/pozzetto.  
Successivamente vengono preparate le mix di trasfezione che dovranno contenere il 
vettore (la quantità varia a seconda dalle caratteristiche del costrutto e dall’esperimento 
che vogliamo effettuare) l’Opti-MEM (Minimal Essential Medium) a volume fino a 50 
µL ed il PolyFect® con un volume di 20 µL.  
Il Polyfect® (QIagen) è un trasfettante; è costituito da molecole altamente ramificate 
(dendrimeri) che sono in grado di interagire con i gruppi fosfato (carichi negativamente) 
degli acidi nucleici. I dendrimeri, infatti, posseggono dei gruppi amminici carichi 
positivamente alle estremità dei rami. Dall’interazione si vengono a formare delle 
strutture compatte che vanno a legarsi alla superficie cellulare e che vengono, 
successivamente, inglobate dalla cellula per endocitosi. 
La mix, contenente il trasfettante, viene lasciata a temperatura ambiente per circa 10 
minuti, tempo in cui si vengono a determinare le interazioni con gli acidi nucleici.  
A questo punto vengono aggiunti 167 µl di DMEM per raggiungere un volume finale di 
200 µl. 
Nella piastra contenente le cellule seminate viene aspirato il mezzo, successivamente 
viene aggiunto 300 µl di terreno fresco più i 200 µl di mix della trasfezione. 
La piastra a pozzetti viene incubata per un giorno a 37°C; a questo punto viene 
effettuato un cambio di mezzo perché il trasfettante può dare tossicità alle cellule.  
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3.3.3 IL SAGGIO DI LUCIFERASI 
 
Trasfezione in cellule Dicer -/- 
 
Per il saggio di luciferasi vengono utilizzate le cellule Dicer-/-, cellule che non 
possiedono la proteina Dicer e che non possono maturare i miRNA. 
La semina avviene (come descritto nel paragrafo 3.3.1) in una piastra a 12 pozzetti con 
una concentrazione di 1.5 X 105 cellule/pozzetto.  
Il giorno successivo si procede alla trasfezione, si preparano mix contenenti 
concentrazioni crescenti del miRNA in studio e decrescenti del miRNA di controllo 
(NC). Anche in questo caso viene utilizzato il Polyfect® come trasfettante procedendo 
come descritto nel capitolo precedente 
Dopo 6h si cambia il mezzo all’interno dei pozzetti. La piastra con le cellule viene 
mantenuta in incubatore a 37°C overnight. 
 
 
Estrazione proteica dalle cellule trasfettate 
 
Dopo 24h dalla trasfezione, controllate le condizioni delle cellule, si inizia il protocollo 
per l’estrazione proteica. Si aspira il mezzo dai pozzetti e si effettuano due lavaggi con 
250 µl PBS (Phosphate Buffered Saline) una soluzione isotonica non tossica per le 
cellule.  
Successivamente si aggiungono 100 µl di lysis buffer 1X a pozzetto (Promega) e si 
lascia la piastra per 10’ sull’agitatore basculante. Si trasferisce quindi la piastra a -80°C 
dove si lascia per 10’. 
Una volta passati i 10’, si fanno scongelare i pozzetti e si controlla al microscopio se è 
avvenuta la lisi: le cellule che normalmente formano un tappeto, una volta lisate 
formeranno degli aggregati.  
Si procede staccando le cellule con uno “scraper” sterile ed introducendo il campione 
in eppendorf che verranno centrifugate per 15’ a 13200 rpm a 4°C. Si ottiene un piccolo 
pellet che conterrà i residui cellulari, ed il sovranatante con le proteine estratte che sarà 
immediatamente analizzato o congelato a -80°C. 
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Saggio al luminometro 
 
Il saggio di “Dual Luciferase” permette la simultanea espressione e misura di 2 enzimi 
reporter nello stesso campione: la luciferasi della lucciola (Pothinus pyralis) e la 
luciferasi della renilla (Renilla reniformis, un organismo marino).  
Questi due enzimi, a causa delle diverse origini, hanno struttura diversa e diversa 
richiesta di substrati.  
Sono infatti in grado di produrre luminescenza con le seguenti reazioni 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tipicamente la luciferasi è il reporter “sperimentale” che correla con l’effetto delle 
specifiche condizioni sperimentali: nel nostro caso più grande è il valore dell’attività 
luciferasica misurato dal luminometro, quanto più enzima è stato prodotto dalle cellule 
Dicer-/- trasfettate.  
L’attività della renilla serve invece come controllo interno e permette di normalizzare 
l’attività del reporter sperimentale minimizzando la variabilità sperimentale.  
Il valore reale sarà quindi dato dal rapporto tra l’attività della luciferasi e quella della 
renilla.  
Il saggio Dual Luciferase Reporter Assay® (Promega) viene effettuato nello strumento 
luminometro che presenta due iniettori, uno per il prelievo del substrato renilla, l’altro 
per il substrato della luciferasi. 
Si posizionano 20 µl dell’estratto proteico in pozzetti nella piastra di lettura; in ciascuno 
l’iniettore immetterà 100 µl del substrato luciferasi e, dopo pochi secondi, 100 µl del 
substrato della renilla (Stop & Glow®) che ha anche il potere di bloccare l’attività della 
luciferasi. Lo strumento effettua misurazioni in tempo reale; è possibile confrontare le 
varie tesi attraverso il rapporto tra attività di luciferasi e quella della renilla.  
Figura 19: reazioni nel saggio Dual Luciferase 
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3.4 RNA   
 
 
3.4.1 ESTRAZIONE RNA   
 
Nel corso del lavoro di tesi abbiamo estratto RNA da cellule in coltura o da embrioni di 
zebrafish. Se l’RNA deve essere estratto da cellule in coltura, queste devono essere 
staccate; per questo si aspira il mezzo per poi introdurre nei pozzetti 2 ml di tripsina 1X; 
il tutto viene lasciato per 5/10’ su una piastra riscaldante a 37°C. 
A questo punto si raccolgono le cellule in una falcon che viene centrifugata per 7’ a 
1200 rpm; si aspira il sovranatante, il pellet servirà per l’estrazione dell’RNA. 
Nel caso si debba estrarre RNA da embrioni di zebrafish, gli embrioni verranno lavati e 
raccolti sul fondo di una eppendorf. Per entrambi i campioni poi si procederà come 
descritto di seguito.  
 
Per estrarre l’RNA viene utilizzato il QIAzol® lysis reagent (Qiagen) il quale ha la 
capacità di lisare le cellule; per ogni campione ne viene utilizzato 700 µl.  
A questo punto seguiamo il protocollo del miRNeasy© extraction kit (Qiagen). 
L’RNA viene eluito in acqua RNase free.  
La qualità dell’RNA viene valutata mediante corsa su gel d’agarosio all’1.5%, trattando 
precedentemente con NaOH 0.5 M tutti gli utensili necessari per la preparazione.  
RNA di buona qualità presenta tre bande corrispondenti rispettivamente all’rRNA 28S e 
18S e ad una piccola banda (meno intensa delle altre) dei piccoli RNA. 
L’RNA estratto viene poi mantenuto a -80°C. 
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3.4.2 RETROTRASCRIZIONE 
 
Per effetuare una retrotrascrizione specifica per i miRNA viene utilizzato il kit miScript 
II RT (Qiagen) che include una mix di enzimi tra cui una polyA-polimerasi, una 
trascrittasi inversa, un buffer con i desossinucleotidi (dNTPs) Mg2+ ed un primer 
particolare costituito da oligo-dT con all’estremità 5’ un tag universale utile alle 
successive fasi di PCR, in quanto servirà come primer reverse universale.  
A differenza degli mRNA, i miRNA non posseggono una coda di polyA alla estremità 
3’, quindi nel processo di retrotrascrizione la coda viene aggiunta dalla polyA-
polimerasi. In questo modo si potrà appaiare il primer universale per la trascrittasi 
inversa. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La retrotrascrizione viene effettuata preparando una mix che contiene: 
– RNA 1 µg; 
– Buffer 4 µl; 
– miRScript nucleotide mix 2 µl; 
– Reverse Trascrittase 2 µl; 
– H2O a volume (20 µl). 
La mix viene incubata a 37°C per 1h, successivamente 5’ a 95°C per inattivare la 
trascrittasi inversa. Il cDNA viene mantenuto a -20°C 
 
Figura 20: retrotrascrizione dei miRNA 
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3.4.3 REAL TIME RT-PCR 
 
La tecnica di Real Time ci permette di valutare le variazioni di espressioni del miRNA 
in tempo reale. Questo avviene grazie alla misurazione dell’amplificazione durante la 
fase esponenziale della PCR, cioè quando l’efficienza di amplicazione è influenzata 
minimamente dalle variabili di reazione. 
La rivelazione della avvenuta amplificazione avviene tramite l’utilizzo del SYBR Green 
nella miscela di reazione. Questa è una molecola che si intercala all’interno del solco 
minore del DNA in maniera aspecifica; è fluorescente se eccitata a 488 nm può emettere 
luce verde a 522 nm.  
 
Figura 21: Nella miscela iniziale di 
reazione troviamo il cDNA denaturato, i 
primers e la Master mix contenente il SYBR 
green. 
 
 
 
Figura 22: Una volta che i primers si sono legati  
al DNA, nella fase di annealing, si iniziano a 
legare le molecole di SYBR green. Queste, da un  
numero esiguo inizieranno ad aumentare nella  
fase di elongazione. La fluorescenza emessa  
aumenteràin relazione all’aumento di copie dell’amplicone. 
 
La tecnica prevede la preparazione iniziale di una Master Mix, per ogni campione, con i 
seguenti reagenti: 
• Master mix SYBR green    10 µl; 
• Universal Reverse Primer UP-1 10 µM 0.75 µl; 
• Primer forward 10 µM   0.75 µl: 
• H2O      3.5 µl.  
 
Universal Reverse Primer UP-1: 5’- TGAATCGAGCACCAGTTACGC-3’ 
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Il primer forward sarà relativo al miRNA in studio. 
Come controllo interno viene utilizzato l’U6 o l’U1 con cui normalizzeremo i valori 
ottenuti dall’amplificazione del miRNA. 
 
Primer Forward U6: 5’- CGCAAGGATGACACGCAAATTC -3’ 
 
Ad ogni mix viene aggiunto il cDNA preparato in precedenza, con il kit di 
retrotrascrizione, ad una concentrazione di 2 ng/µl. Solitamente, per ogni campione, 
vengono effettuate tre ripetizioni.  
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3.5 I PESCI ZEBRA 
 
 
3.5.1 ALLEVAMENTO DEI PESCI ZEBRA 
 
I pesci zebra di tipo selvatico (wild type) vengono allevati nelle vasche degli impianti 
Zebtec e StandAlone completamente automatizzate (fornite da Techniplast).  
Le condizioni a cui vengono mantenuti prevedono 12 h di luce al giorno, con 
accensione alle 9:30. La temperatura dell’acqua viene mantenuta a 28,5 °C con un pH 
pari a 7,5 ed una conduttività di 500 µs. 
La nutrizione dei pesci avviene due volte al giorno con mangime liofilizzato, di diverso 
diametro in base alla grandezza degli zebrafish.  
Al mangime liofilizzato viene aggiunto anche una razione di Artemia salina, un piccolo 
crostaceo che acquistato allo stadio di cisti, viene allevato in appositi cilindri (di 2 l – 
acqua deionizzata) fino all’evento di schiusa. 
Per quanto riguarda l’accoppiamento, i pesci vengono introdotti la sera precedente in 
piccole vasche costituite da un fondo con aperture a rete, le quali vengono poi introdotte 
all’interno di una ulteriore vasca. Per facilitare l’accoppiamento, sul fondo della vasca 
vengono introdotte biglie.  
La mattina seguente, all’accensione della luce, avviene l’emissione dei gameti e la 
fecondazione. Le uova fecondate passano attraverso la rete, finiscono sul fondo della 
vasca e possono essere facilmente raccolte.  
Questo sistema serve anche per proteggere le uova dei pesci adulti che tendono a 
cibarsene. 
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3.5.2 MICROINIEZIONE  
 
Le uova raccolte dalla vasca vengono deposte (grazie ad un sifoncino) lungo un lato di 
un vetrino posizionato in una piastra petri P100.  
Grazie al vetrino bagnato si viene a creare una tensione superficiale che permette alle 
uova di rimanere stabili sul bordo. 
La microiniezione avviene con un microiniettore a pedale Tritech Research, Inc. 
Gli aghi utilizzati derivano da capillari di vetro del diametro di 1 mm, preparati 
precedentemente in un “puller” dove vengono tirati a caldo (i parametri usati sono heat: 
550 e pull: 950). 
Una volta preparata la mix da iniettare, che varia a seconda delle esigenze, si procede ad 
inserire nell’ago circa 1/2 µl della stessa, attraverso una micropipetta.  
A questo punto l’ago caricato viene montato nell’apposito supporto del microiniettore e 
spuntato tramite l’utilizzo di una pinzetta.  
Si procede alla taratura tramite un particolare vetrino in cui sono raffigurati i vari 
diametri della goccia; il quantitativo da utilizzare in una microiniezione corrisponde ad 
una goccia di 150 nm. Attraverso il cambiamento di pressione si può regolare la 
grandezza della goccia fino ad arrivare a quella desiderata. 
 
3.5.3 ALLEVAMENTO DEGLI EMBRIONI 
 
Per la creazione di una linea transgenica gli embrioni, una volta microiniettati, vengono 
mantenuti nella piastra di petri all’interno dell’incubatore a 37°C per circa 5/6 giorni, 
facendo attenzione al cambio d’acqua ogni giorno per evitare la crescita di muffe od 
altri microrganismi. In questo periodo non c’è bisogno di fornire cibo in quanto il vitello 
è già di per sé ricco di sostanze nutritizie.  
Una volta fuoriusciti dal corion i pesci vengono spostati nelle vasche; importante è che 
la vescica natatoria (organo che viene utilizzato per migliorare il galleggiamento) sia 
formata e riempita d’aria, in modo da evitare che il pesce rimanga sul fondo anche 
durante la vita adulta.   
La nutrizione, per le prime 2/3 settimane di vita avviene tramite il mangime liofilizzato 
a più piccolo diametro, SDS 100.   
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3.5.4 GENOTIPIZZAZIONE    
 
Per la genotipizzazione di zebrafish si procede anestetizzando i pesci con tricaina 
(soluzione formata da: 400 mg tricaina in polvere, 97.9 ml H2O DD, 2.1 ml Tris pH 9 1 
M). 
Si deve quindi tagliare la pinna della coda (vedi figura 23) e trasferirla in una eppendorf 
con 50 µl di lysis buffer. Quest’ultimo è una soluzione di: 
– 10 mM Tris-HCl (pH 8.0); 
– 50 mM KCl; 
– 0.3 % Tween 20; 
– 0.3 % NP40; 
– 1 mM EDTA. 
 
 
 
 
 
 
 
 
– Mentre le pinne vengono tagliate, è necessario tenere le eppendorf in ghiaccio; 
– Coprire i campioni con 20 µl olio minerale e tenere a 98°C per 10’; 
– Aggiungere 5 µl di proteinasi K (20 mg/ml) ed incubare overnight a 55°C. 
– La mattina successiva, per inattivare la proteinasi K, incubare per 10’ a 98°C il 
campione; 
– Il campione viene mantenuto a -20°C. 
 
A questo punto si effettua una PCR con i geni di nostro interesse (che vogliamo valutare 
siano presenti nel genoma del pesce), si diluisce 1:20 il campione e si usano 2.5 µl dello 
stesso per la reazione.  
 
 
 
 
 
Figura 23: schema di taglio per la genotipizzazione  
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4.0 Risultati 
 
 
 
 
4.1 LA LINEA TRANSGENICA UBIQUITINA –   
 EGFP - MIR-218 
 
 
 
La prima linea transgenica che abbiamo voluto creare è una linea che fosse in grado di 
determinare la sovraespressione del miR-218 solo in presenza della ricombinasi Cre.  
Per questo scopo abbiamo deciso di costruire un vettore che avesse il promotore per 
l’ubiquitina (ubi) di zebrafish, che consente l’espressione forte dei costrutti a valle, ma 
che non ha tessuto-specificità e si esprime in maniera costitutiva (Mosimann et al., 
2011).  
A valle del promotore, tra i due siti loxP, doveva essere presente la sequenza genica 
della proteina eGFP, la quale è in grado di emettere una fluorescenza verde a 507 nm 
(con eccitazione a 488 nm). La presenza di 3 siti di poliadenilazione a valle della GFP 
doveva garantire l’interruzione della trascrizione. 
A valle della proteina, esternamente ai siti loxP, abbiamo deciso di collocare la 
sequenza della RFP, una proteina fluorescente in grado di emettere nel rosso (a 593 nm, 
se eccitata a 560 nm) (vedi figura 24).  
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Figura 24: vettore ubi-eGFP-RFP. Come possiamo vedere il vettore è caratterizzato dalla presenza dei 
siti tol2 (indicato dalla freccia viola) per la ricombinazione con il trasposone tol2. Subito dopo troviamo 
il promotore ubiquitina (freccia azzurra) che controlla l’eGFP (freccia verde) fiancheggiata dai due siti 
loxP (freccia blu). A valle dei siti loxP, la sequenza dell’RFP.  
 
 
Altro elemento cruciale del vettore è la presenza dei siti Tol-2 che verranno riconosciuti 
dal trasposone e medieranno l’integrazione nel genoma di zebrafish.  
Allo scopo d’inserire nel vettore la sequenza del microRNA d’interesse che possa venire 
maturato e quindi overespresso in maniera condizionale, la sequenza dell’RFP contiene 
un introne con un sito di restrizione Mlu I (sito unico nel vettore, vedi figura 30) che 
verrà sfruttato per il clonaggio della sequenza del pri-miRNA, nel nostro caso il pri-
miR-218a.  
Se la ricombinasi Cre non è presente e quindi il taglio ai siti lox non avviene, questo 
vettore dovrebbe esprimere la proteina eGFP e quindi la fluorescenza verde dovrebbe 
essere una indicazione che il taglio non è avvenuto.  
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Viceversa, se la ricombinasi Cre è presente, il taglio avviene; di conseguenza il vettore 
dovrebbe esprimere l’RFP (identificabile dall’emissione di fluorescenza rossa) ed 
insieme il pri-miR-218 che sarà processato dai sistemi cellulari come un normale 
miRNA intronico. Dato che il promotore dell’ubiquitina è un promotore forte, 
dovremmo avere una notevole overespressione del microRNA (vedi figura 25: 
particolare del costrutto). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25: particolare del costrutto per la sovraespressione del miR-218: a monte troviamo il promotore 
forte dell’ubiquitina seguito, a valle, dai due siti loxP che fiancheggiano l’eGFP. La presenza di 3 polyA 
subito dopo la sequenza della proteina impediscono, in assenza di taglio dei siti loxP, la continuazione 
della trascrizione. A valle dei siti loxP troviamo l’RFP; in un introne viene clonato il pri-miR-218. Solo 
se la ricombinasi Cre effettua il taglio sui siti loxP ci potrà essere il processamento del pri-miRNA.  
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4.1.1 COSTRUZIONE LINEA TRANSGENICA UBIQUITINA – 
EGFP – MIR-218 
 
 
 
Costruzione del vettore ubiquitina-eGFP-RFP 
 
Il vettore sopra descritto (generato in collaborazione con Roberto Ripa del gruppo 
Cellerino – SNS Pisa) è stato prodotto sfruttando la tecnica della Gateway Technology® 
(Invitrogen) con il Tol2kit (Kwan et al., 2007).  
Il Tol2kit offre una serie di vettori applicabili ad un sistema di transgenesi con il sistema 
del trasposone Tol2. 
Per la costruzione del nostro vettore si devono assemblare tre elementi fondamentali: il 
5’ element (il promotore ubiquitina), il middle element (contente il bicistrone eGFP ed 
RFP) ed il 3’ element (contente la regione 3’ UTR della fosfatasi alcalina seguita da 
polyA, con un introne).  
Ognuno di questi elementi è caratterizzato dalla presenza di siti att che permetteranno il 
corretto assemblaggio dei 3 elementi in una unica reazione mediata dalla clonase (vedi 
materiali e metodi, capitolo 3.2) 
Affinché questi segmenti presentino la sequenza attR/L desiderata alle estremità, in una 
fase preliminare vengono preparati inserendoli tramite PCR.  
I frammenti vengono quindi inseriti all’interno di un vettore donor che contiene 
sequenze attP tramite l’enzima BP clonase™ (vedi figura 26). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 26: costruzione del vettore pdonor alle estremità del frammento da clonare sono inseriti dei siti 
att tramite PCR. Successivamente i frammenti vengono clonati nel vettore pDONR (pME) tramite la 
reazione catalizzata dalla BP clonase™ . La ricombinazione avviene grazie al riconoscimento dei siti att.  
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Nella seconda fase, la reazione LR, i 3 elementi ricombinano tra loro e con un vettore di 
destinazione che è il vettore finale contenente i siti Tol2 secondo lo schema presentato 
nella figura 27. La reazione è catalizzata dalla LR clonase™ .  
I segmenti si verranno a trovare sul vettore direzionati, grazie alla presenza delle 
sequenze att alle estremità. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 27: i tre frammenti, clonati nel vettore pDONR grazie alla reazione della BP clonase™, 
ricombinano tra di loro e con un vettore di destinazione (destination – nella figura il pDestTol2pA) 
all’interno dei siti tol2 (che vediamo alle estremità). La reazione è catalizzata dalla LR clonase™. Grazie 
ai siti att i frammenti sono già direzionati. 
 
 
La scelta del vettore donor e del destination avviene tra una lista di vettori offerti dalla 
Tol2kit(http://chien.neuro.utah.edu/tol2kitwiki/index.php/List_of_entry_and_destination
_vectors) in base alle varie sequenze che presentano all’interno.  
Il destination da noi utilizzato è il vettore 395 (pDestTol2CG2) che presenta due siti per 
la ricombinazione Tol2 (alle estremità dei segmenti aggiunti) e la cassetta eGFP:cmlc2 
che dovrebbe servire come marcatore dell’avvenuta transgenesi.  
Dato che il nostro costrutto tessuto specifico deve esprimersi proprio nel cuore, questa 
cassetta è stata rimossa mediante digestione con l’enzima BglII che permette di 
escindere l’intera cassetta. 
A questo punto il nostro vettore è pronto per essere utilizzato per i clonaggi delle 
sequenze codificanti per i microRNA o per gli antago-miRNA. 
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Amplificazione e purificazione del pri-miRNA218  
 
Per amplificare la sequenza del pri-miR-218, che è un miRNA intronico, era necessario 
utilizzare il DNA genomico. 
La partenza del progetto ha quindi previsto l’estrazione del DNA genomico da Danio 
rerio. Per ovviare al problema della variabilità genetica (Coe et al., 2009) soprattutto 
presente nelle regioni non codificanti, come nel nostro caso gli introni, siamo partiti da 
un omogenato di embrioni di zebrafish a 72 ore derivanti da linee diverse.  
I pesci utilizzati sono sia wild-type, che transgenici, ceppo Tg(cmcl2-GFP) e Tg(Flk1-
GFP), in background genetici diversi.  
Per l’estrazione viene utilizzato il kit DNeasy blood & tissue (Qiagen); il DNA estratto 
ha una concentrazione di 145 ng/µl ed è perfettamente integro (figura 28). 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      Figura 28: estrazione del DNA genomico da  
   zebrafish. Come possiamo notare dalla banda 
   il DNA è integro. 
 
 
Mediante l’uso dei primer forward (5’ AAG CCA TGC TGA CAT ACC AG 3’) e 
reverse (5’ ACG CGT GAA CTG TAT GTG TAT 3’) eseguiamo una PCR per 
amplificare il pri-miR-218 (di zebrafish) e parte dell’introne del gene slit in cui è 
contenuto.  
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Per la PCR viene utilizzata la polimerasi taq Herculase (Agilent) che ha una azione 
proofreading. Le condizioni utilizzate sono: 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
L’inserto ottenuto con la reazione di PCR (di circa 600 bp, come atteso – vedi figura 29) 
viene corso su gel 1.0% (in TBE 0.5X) estratto e purificato. Per controllare che la 
sequenza fosse quella d’interesse è stata effettuata una digestione con l’enzima di 
restrizione NcoI che taglia internamente all’amplificato. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Si procede effettuando un tailing al nostro inserto, il quale essendo stato amplificato con 
una Taq “proof reading” presenta estremità blunt (cioè estremità in cui nessun 
nucleotide protrude) che perciò non possono essere ligate al vettore pGEM-T Easy (vedi 
materiali e metodi, capitolo 3.1.3).   
Una volta avvenuto il tailing, si procede per la preparazione della mix per la ligation 
con il vettore pGEM-T Easy (Promega).  
 
Figura 29: PCR per il miRNA 218, si 
nota la banda a circa 600bp 
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La miscela di ligation contiene: 
1 µl vettore (50 ng) – 3 µl inserto (30 ng di miR-218 della miscela di tailing) – 5 µl 
buffer 2X – 1 µl di ligasi T4.  
 
Il plasmide ottenuto dalla ligation è stato trasformato in E. coli (ceppo DH5α); la 
crescita su terreno LB + ampicillina con la presenza di X-gal e dell’induttore IPTG 
permette di identificare le colonie che presentano l’inserto (colore bianco). 
Lo screening per verificare la presenza dell’inserto (pri-miR-218) è avvenuta 
inizialmente con una colony PCR (usando i primer e le condizioni viste in precedenza 
per amplificare il miRNA 218) e successivamente effettuando digestioni diagnostiche  
sul DNA plasmidico delle colonie risultate positive allo screening per colony PCR. 
Tra le colonie risultate corrette una è stata mandata a sequenziare per verificare che la 
PCR non avesse inserito errori. La sequenza è risultata corretta. 
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Il clonaggio del pri-miR-218 nel vettore ubi-eGFP-RFP 
 
L’inserto codificante il pri-miR-218 doveva a questo punto essere trasferito dal vettore 
pGEM-T Easy al vettore ubi-eGFP-RFP.  
Come abbiamo precedentemente detto, il vettore possiede un sito unico MluI 
nell’introne dell’RFP per il clonaggio del pri-miR-218 (vedi figura 30). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Un  sito per l’enzima di restrizione MluI è presente anche nel Multiple Cloning Site del 
vettore pGEM T-easy in posizione 3’ rispetto all’inserto contenente il miR-218 e 
all’inizio dell’inserto, in posizione 5’ rispetto al miRNA (vedi figura 31). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 30: vettore ubi-eGFP-RFP con il sito MluI indicato dalla freccia 
Figura 31: T-easy con i siti MluI indicati dalle frecce. 
  62 
Abbiamo quindi proceduto effettuando due digestioni MluI overnight: 
– del vettore ubi-eGFP-RFP il taglio produce una linearizzazione (in quanto sito 
unico); 
– del pGEM-miR-218 in cui la digestione escinde il pri-miR-218 (con parte di 
introne slit) dal vettore (vedi figura 32). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 32: nella figura possiamo vedere il vettore ubi-eGFP-RFP digerito con l’enzima MluI che 
linearizza. La digestione del vettore pGEM-miR-218 ha escisso il pri-miR-218 (nel cerchio). La corsa è 
stata effettuata su gel agarosio 2.0 % in TBE 0.5X 
 
Poiché il vettore ubiquitina-eGFP-RFP, dopo digestione con MluI, è possibile che si 
richiuda su sé stesso, lo abbiamo defosforilato con CIP (Neb).   
In seguito ad una corsa elettroforetica, su gel agarosio 1.5%, si procede con l’escissione 
da gel e purificazione della banda del vettore e della banda corrispondente al pri-miR-
218. Vettore ed inserto sono stati quantizzati ed usati nella reazione di ligation. 
Sono state effettuate due ligation: una di controllo col solo vettore[1.5 µl vettore (31.5 
ng/µl), 1µl T4 ligasi, 1 µl buffer 10X, 6.5 µl H20] per verificare l’efficienza della 
defosforilazione, l’altra tra vettore ed inserto [1.5 µl vettore (31.5 ng/µl), 6.5 µl inserto 
(4.2 ng/µl), 1 µl T4 ligasi, 1 µl buffer 10X]. 
Dopo una incubazione overnight a 16°C, procediamo con la trasformazione delle cellule 
competenti di E. coli (ceppo DH5α). 
Un volta che le colonie sono cresciute dobbiamo effettuare uno screening per valutare: 
1. l’effettiva presenza dell’inserto nel vettore; 
2. il corretto orientamento dell’inserto. 
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Nel primo caso si procede con una colony PCR, utilizzando i primer dre pri-miR-218 
(visti in precedenza), in modo da selezionare solo le colonie che presentano l’inserto. 
Una volta selezionate, si effettuano miniprep per estrarre il DNA plasmidico su cui 
effettuare digestioni diagnostiche (per valutare il punto 2). 
Le digestioni scelte sono con l’enzima SpeI e con SalI (vedi figura 33/34). In particolare 
quest’ultima è estremamente importante per determinare il corretto orientamento.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 33: indicate con le frecce rosse possiamo vedere i siti di taglio  
per l’enzima SalI: due sul vettore ed uno sull’inserto pri-miR-218 in 
                            prossimità di una estremità. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Figura 34: digestione vettore ubi-eGFP-RFP con enzima SalI.  
Si ottengono, come previsto, tre bande di circa 8500 bp, 2100 bp e 1550 bp. 
In caso di orientamento errato le bande attese sono di 9100 bp, 2100 bp.  
 
 
Alla fine del procedimento sono state identificate 2 colonie che avevano il corretto 
orientamento. Ne abbiamo scelta una e per questa abbiamo fatto un’estrazione di DNA 
su larga scala per avere materiale per le trasformazioni nelle cellule (vedi capitolo 
successivo) e le microiniezioni nel pesce per creare la linea transgenica. 
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4.1.2 TRASFEZIONE DEL COSTRUTTO UBI-EGFP-RFP-  
  MIR-218  NELLE CELLULE 293T 
 
 
Per poter valutare, in un sistema più semplice da manipolare, che il costrutto ubi-eGFP-
RFP-miR-218 generato risponda correttamente allo switch della fluorescenza verde-
rosso in presenza di Cre e di Tamoxifen, si è pensato di trasfettare le cellule 293T con il 
costrutto.  
Come descritto nei materiali e metodi (capitolo 3.1.4) le cellule sono state seminate il 
giorno prima della trasfezione.  
La trasfezione dei plasmidi avviene preparando le seguenti mix di reazione: 
 
• controllo: la mix contiene il vettore pCMV ad una concentrazione finale di  
1.5 µg; 
• solo vettore ubiquitina: contiene il vettore pCMV con il vettore ubiquitina-
eGFP-miR-218 entrambi ad una concentrazione finale di 750 ng; 
• Ubiquitina + Cre: contiene il vettore ubiquitina-eGFP-miR-218 ed il vettore 
CreERT2 entrambi ad una concentrazione finale di 750 ng. 
 
Il giorno successivo alla trasfezione viene cambiato il mezzo ed aggiunto il farmaco 
tamoxifen (TAM) per indurre la Cre a traslocare nel nucleo. La concentrazione finale 
del TAM per pozzetto è di 0.5 µM (Pfannkuche et al., 2010) che non dovrebbe 
provocare tossicità nelle cellule, ma allo stesso tempo permette di attivare la 
ricombinasi Cre. 
Le cellule vengono osservate al microscopio invertito a fluorescenza Leica dopo 72h e 
96h in quanto lo switch verde/rosso, a tempi più brevi, non si osserva ancora.  
Infatti dobbiamo considerare che la Cre, trasfettata come plasmide, deve essere 
trascritta, tradotta e quindi, per azione del tamoxifen, penetrare nel nucleo. 
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Osservazione delle cellule, trasfettate con il controllo pCMV, al microscopio a 
fluorescenza, a 96 h dalla trasfezione: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 35: analisi al microscopio a fluorescenza di cellule HEK 293T trasfettate con il plasmide pCMV 
di controllo e trattate dopo 24h con TAM. Le cellule sono analizzate a 96h.  
Esempi di immagini di cellule A) a luce bianca, B) con fluorescenza verde, C) con fluorescenza rossa. 
 
 
 
Come possiamo vedere dalla figura 35 le cellule trasfettate con il vettore pCMV di 
controllo non emettono né fluorescenza rossa, né fluorescenza verde ed hanno un 
aspetto vitale. Ciò significa che sia la trasfezione, che il tamoxifen aggiunto, non creano 
forte tossicità alle cellule. 
 
 
 
Osservazione a 96h delle cellule 293T trasfettate con il plasmide ubi-eGFP-RFP-pri-
miR-218, ma senza la Cre (è inoltre presente il tamoxifen). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 36: analisi al microscopio a fluorescenza di cellule HEK 293T trasfettate con il plasmide ubi-
eGFP-RFP-pri-miR-218 e trattate dopo 24h con TAM. Le cellule sono analizzate a 96h.  
Esempi di immagini di cellule A) a luce bianca, B) con fluorescenza verde, C) con fluorescenza rossa. 
 
 
 
La figura 36 mostra le cellule HEK 293 96h dopo la trasfezione con solo vettore ubi-
eGFP-RFP-miR-218, sempre in presenza di tamoxifen.  
Possiamo vedere che le cellule emettono fluorescenza verde, ma non rossa.  
Questo indica che si è espressa la eGFP, ma non l’RFP in accordo col fatto che la Cre, 
la quale taglia i siti loxP non è presente. 
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Osservazione a 96h delle cellule 293T co-trasfettate con il plasmide ubi-eGFP-RFP-pri-
miR-218 ed il plasmide per l’espressione della Cre (è inoltre presente il tamoxifen). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 37: analisi al microscopio a fluorescenza di cellule HEK 293T co-trasfettate con il plasmide ubi-
eGFP-RFP-pri-miR-218 ed il plasmide CreERT2 trattate dopo 24h con TAM.  
Le cellule sono analizzate a 96h.  
Esempi di immagini di cellule A) a luce bianca, B) con fluorescenza verde, C) con fluorescenza rossa. 
 
 
La figura 37 mostra le cellule HEK 293T in tamoxifen, 96 ore dopo la trasfezione del 
vettore ubi-eGFP-RFP-pri-miR-218 ed il plasmide per l’espressione della Cre. 
Possiamo osservare la fluorescenza rossa dovuta alla ricombinasi Cre che, portata dal 
tamoxifen nel nucleo, ha escisso la regione tra i due siti loxP (in cui è presente la eGFP). 
In questo modo è l’RFP (con il pri-miR-218) la sequenza che viene trascritta e tradotta.  
 
Le cellule trasfettate sono state analizzate al FACS (Fluorescent-Activated Cell Sorter) 
che ci permette di quantificare la percentuale di cellule che mostrano una certa 
fluorescenza.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 38: (A) 
analisi al FACS di 
cellule controllo. (B) 
analisi al FACS di 
cellule con costrutto. 
Indicate dalla 
freccia, percentuale 
di cellule verdi.  
A 
B 
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Figura 39: analisi 
FACS cellule con 
costrutto CMV-
eGFP. Indicate 
dalla freccia, 
percentuale di 
cellule verdi.  
L’analisi al FACS ci indica che la percentuale di cellule che mostrano fluorescenza 
verde è il 16.97% (vedi figura 38), una percentuale bassa se è quella che rappresenta 
anche il numero di cellule trasfettate. Le cellule HEK 293 sono infatti cellule facilmente 
trasfettabili e mostrano, generalmente, efficienze di trasfezione molto più alte.  
Abbiamo ipotizzato, pertanto, che la percentuale bassa di cellule verdi possa essere 
dovuta al promotore del costrutto ubiquitina che è di zebrafish; questo potrebbe non 
funzionare in maniera ottimale nelle cellule embrionali umane 293T.  
A conferma di questa ipotesi le stesse cellule trasfettate con un plasmide in cui la GFP 
era sotto il controllo del promotore CMV, mostravano una efficienza maggiore del 50% 
(vedi figura 39). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbiamo inoltre osservato che in presenza di Cre e tamoxifen vi sono cellule sia rosse 
che verdi. Questo potrebbe essere dovuto sia all’accumulo della eGFP (proteina molto 
stabile) prima dell’escissione del cistrone all’interno dei siti loxP, sia al fatto che ogni 
cellula acquisisce un numero di copie incognita, talvolta molto alta, di vettore.  
Di conseguenza la Cre potrebbe non riuscire ad effettuare l’escissione di tutti i vettori in 
una cellula.  
Questo esperimento ha comunque permesso di verificare due aspetti importanti del 
costrutto ubi-eGFP-RFP-miR-218 da noi creato: a) che in assenza di Cre la RFP non si 
esprime e b) che in presenza di Cre avviene l’escissione che porta all’espressione della 
fluorescenza rossa.  
Il passo successivo sarà verificare che questo costrutto insieme alla RFP esprima anche 
il miR-218. Purtroppo il livello di espressione in cellule HEK 293T è troppo basso per 
poter apprezzare un aumento del miRNA in queste cellule. Per questo tipo di verifica è 
necessario far esprimere il costrutto nel suo background genetico, cioè nel pesce. 
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4.1.3 MICROINIEZIONE DEL COSTRUTTO UBI-EGFP-RFP- 
 MIR-218 IN ZEBRAFISH 
 
 
Per valutare l’effettivo switch verde/rosso in zebrafish e di conseguenza il relativo 
aumento dell’espressione di miR-218, abbiamo indotto la reazione di ricombinasi 
iniettando nelle uova del pesce (allo stadio di zigote) il nostro costrutto con il trascritto 
cappato della Cre. In questo modo la Cre dovrebbe essere prodotta più rapidamente, 
perciò anche l’induzione da tamoxifen (TAM, ma anche con il 4-idrossitamoxifen – 4-
OHT) dovrebbe essere più veloce. 
Abbiamo microiniettato una mix contente: 
 
• DNA (costrutto ubi-eGFP-RFP-miR-218)  100 ng/µl finale; 
• Cre CAP-mRNA     800 ng/µl finale; 
• Tol2       30 ng/µl finale; 
• KCl       0.1 M finale; 
• H20 RNase free     a volume (10 µl). 
 
Come controllo iniettiamo la stessa mix senza la ricombinasi Cre. 
La Tol-2 nella miscela permette l’integrazione del costrutto nel DNA di zebrafish, la 
concentrazione dell’RNA di Cre è stata scelta in modo da non produrre tossicità, ma 
allo stesso tempo essere in grado di indurre il taglio dei siti di ricombinazione (Pan et 
al., 2005).  
A 6h dall’iniezione si procede trasferendo gli embrioni in una piastra con tamoxifen (o 
con 4-OHT) a concentrazione 5mM lasciandola in incubatore a 37°C overnight. 
La mattina successiva si decorionano gli embrioni e si procede alla visualizzazione al 
microscopio a fluorescenza. 
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Figura 40: embrioni zebrafish a 24h microiniettati con costrutto ubi-eGFP-RFP-pri-miR-218 ed il 
trascritto per la Cre ed osservati con il filtro per la  fluorescenza verde (C) e per quella rossa (D). 
Vediamo punti di fluorescenza non uniforme in quanto l’integrazione è avvenuta a mosaico (le frecce 
rosse indicano due gruppi di cellule in cui abbiamo sia espressione di eGFP, che di RFP). 
L’espressione della RFP, come possiamo notare, è negli stessi punti in cui è espressa anche la eGFP ad 
indicare che c’è stato un accumulo iniziale di quest’ultima prima della traslocazione della Cre (C,D): i 
controlli senza la ricombinasi Cre mostrano integrazione del plasmide (indicato dall’espressione di 
eGFP,A) ma non lo switch nella fluorescenza rossa (B).  
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Figura 41: embrioni zebrafish a 48 h dalla microiniezione con ubi-eGFP-RFP-pri-miR-218 e la 
ricombinasi Cre. Rispetto ai pesci a 24h possiamo notare un notevole aumento della fluorescenza rossa 
(D) ad indicare che la RFP continua ad esprimersi, mentre la fluorescenza verde (C) tende a diminuire se 
messa in confronto con i controlli. Questo indica che anche la eGFP, che prima della ricombinazione si è 
accumulata, una volta eliminata dalla Cre ha cessato di essere prodotta. 
I controlli, anch’essi a 48h dalla microiniezione, mostrano una fluorescenza verde (A) ma non rossa (B). 
 
 
Dall’analisi dell’esperimento possiamo confermare che il costrutto viene correttamente 
processato: solo in presenza della ricombinasi, infatti, si ha lo switch della fluorescenza 
da verde a rosso. Viceversa, il costrutto ubi-eGFP-RFP-pri-miR-218 in assenza di 
ricombinasi Cre non mostra emissione di fluorescenza rossa, in quanto i siti loxP non 
subiranno tagli.  
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Amplificazione della cassetta loxP 
 
Come ulteriore esperimento per valutare l’effettiva ricombinazione mediata dalla Cre 
negli zebrafish trattati, abbiamo effettuato una amplificazione della cassetta loxP 
contenente eGFP.  
Dagli embrioni di zebrafish a 48 h abbiamo estratto il DNA genomico sia dei trattati 
(con la Cre) sia dei controlli (senza la Cre).  
Dal DNA estratto abbiamo effettuato una PCR in modo che venga amplificata l’intera 
cassetta loxP. I primer utilizzati sono: 
 
Primer loxP R: 5’- CAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTACGCTGTCTCATCATTTTGGC-3’ 
Primer RFP F: 5’- GCT CAG ACC TAA TAA CTT CG -3’ 
 
Con le seguenti condizioni: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dalla PCR abbiamo potuto constatare che, mentre nei controlli la cassetta loxP è intatta  
e misura circa 4000 bp, questa viene completamente persa nei trattati. Infatti la banda 
che si viene ad amplificare è di circa 1000 bp (vedi figura 42).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 42: (A) l’amplificazione del DNA 
genomico di zebrafish CONTROLLO mostra 
una banda di circa 4000 bp, cioè la cassetta 
intera con la eGFP. (B) amplificazione DNA 
genomico zebrafish TRATTATO: la banda di 
circa 1000 bp ci indica che la cassetta loxP è 
stata escissa dalla Cre. (C) controllo 
negativo senza DNA genomico.  
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4.1.4 CREAZIONE DANIO RERIO TRANSGENICO PER IL  
   COSTRUTTO 
 
 
Per la creazione della linea di zebrafish transgenica ubi-eGFP-RFP-miR-218, 
prepariamo la mix che verrà microiniettata nelle uova fecondate di Danio rerio allo 
stadio di zigote.  
La mix contiene: 
– DNA (costrutto) ad una concentrazione finale di 100 ng/µl; 
– Tol-2 ad una concentrazione finale di 30 ng/µl; 
– KCl 0.1 M finale; 
– H20 RNase free a volume (10 µl). 
 
Si procede raccogliendo le uova dai pesci wild type, messi in breeding dalla sera 
precedente, ed iniettando nella cellula. 
Gli embrioni microiniettati sono stati fatti crescere in piastra P100 a 37°C in incubatore 
per circa 4/5 giorni, successivamente sono stati spostati in una vasca d’acquario 
(contemporaneamente abbiamo iniziato a nutrirli con mangime SDS 100). 
Dopo 14 giorni abbiamo effettuato il controllo della transgenesi; se il costrutto si è 
integrato nel genoma, il pesce dovrà mostrare fluorescenza verde a causa della eGFP 
prodotta.  
I pesci vengono anestetizzati mediante trattamento in tricaina 50 µg/ml. 
Nel momento in cui si nota assenza di movimento sono stati spostati in una 96-well ed 
osservati al microscopio Leica invertito a fluorescenza per valutare se emettono 
fluorescenza verde (vedi figura 43/44). I positivi, che rappresentano circa il 96% dei 
pesci iniettati (110 verdi su 114) sono stati quindi isolati. 
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Figura 43: immagine da miscoscopio invertito (10X) di un pesce transgenico per il costrutto ubi-eGFP-
RFP-pri-miR218 a luce bianca (A) a fluorescenza verde (B) ed un merge delle due immagini (C). 
Zebrafish a 14 gg dalla microiniezione. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 44: immagine da miscoscopio invertito (10X) di un particolare della parte anteriore del pesce 
transgenico per il costrutto ubi-eGFP-RFP-pri-miR218 a luce bianca (A) a fluorescenza verde (B) ed un 
merge delle due immagini (C). Zebrafish a 14 gg dalla microiniezione 
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4.2 LA LINE TRANSGENICA UBIQUITINA –  
 EGFP – RFP - SPONGE 
 
 
Il secondo costrutto preparato ha la funzione di determinare una downregulation del 
miR-218. Punto centrale è la presenza di una “spugna”, cioè una regione contenente 
copie multiple del sito di legame del miRNA di nostro interesse (Ebert & Sharp, 2010). 
Questa regione chiamata MBS (MiRNA Binding Site) non è altro che la sequenza 
complementare del miRNA stesso. 
La spugna dovrebbe causare una riduzione del miRNA a livello cellulare, attraverso il 
suo sequestro. Il miRNA sequestrato non sarebbe quindi più disponibile per i suoi 
mRNA targets. 
Differentemente dal knock-out quindi, non si va ad eliminare il gene per il microRNA, 
ma questo rimane; si parla di dominante negativo in quanto il gene introdotto maschera 
l’effetto del wild type.  
La spugna offre una serie di vantaggi rispetto alle altre tecniche di down-regulation; in 
primo luogo blocca l’espressione anche dei miRNA che si trovano dispersi in copie 
multiple nel genoma (situazione piuttosto frequente per i miRNA in generale e per i 
pesci in particolare dove molti geni sono duplicati).  
In secondo luogo, questa tecnica può risultare vantaggiosa anche quando si vuole 
eliminare una famiglia di miRNA che posseggono lo stesso seed, una miscela di 
oligonucleotidi antisenso tutti complementari alla porzione conservata all’interno della 
famiglia, infatti, potrebbe bloccare il funzionamento di tutti i suoi membri. 
 
Il vettore da noi preparato, ubi-eGFP-RFP, permette il clonaggio ed una elevata 
espressione anche della spugna con un controllo spaziale e temporale.  
In questo caso però la sequenza della spugna non verrà clonata nell’introne della RFP, 
ma nel suo 3’UTR.  
A questo scopo verranno utilizzati 2 siti KpnI (vedi figura 50) che sono a valle della 
sequenza codificante della RFP ma che lasciano intatto uno dei siti di poliadenilazione, 
come mostrato nella figura 45.  
Anche in questo caso, solo in presenza di Cre e Tamoxifen, verrà trascritto il 
messaggero della RFP che avrà all’interno del suo 3’UTR la spugna per il miR-218. 
Questa, a sua volta, sequestrerà il miRNA riducendone la funzionalità. 
  75 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 45: particolare del costrutto per la downregulation del miR-218: a monte troviamo il promotore 
forte dell’ubiquitina seguito, a valle, dai due siti loxP che fiancheggiano l’eGFP. La presenza di 3 polyA 
subito dopo la sequenza della proteina impediscono, in assenza di taglio dei siti loxP, la continuazione 
della trascrizione. A valle dei siti loxP troviamo l’RFP; nella sua 3’ UTR viene clonatola “spugna” 
costituita da un numero variabile di ripetizioni di MBS (MiRNA binding site).  
Solo se la ricombinasi Cre effettua il taglio sui siti loxP ci potrà essere l’espressione della spugna. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  76 
4.2.1 COSTRUZIONE LINEA TRANSGENICA UBIQUITINA –  
   EGFP – RFP - SPONGE 
 
 
 
Preparazione pCMV con nuovo MCS (per il sito SanDI) 
 
Per la generazione della spugna per il miR-218 abbiamo fatto riferimento al lavoro di 
Kluiver et al. (2012). Questo lavoro sfrutta le caratteristiche dell’enzima di restrizione 
SanDI che è uno dei pochi enzimi non palindromici.  
Viene inoltre dimostrato che è possibile ottenere una spugna di misura variabile 
partendo da un MBS (MiRNA binding site) doppio (ottenuto per annealing di 2 
oligonucleotidi complementari) che presenta alle estremità siti per l’enzima SanDI.  
Con una semplice reazione di ligation, variando il rapporto tra la quantità di vettore 
linearizzato con SanDI e l’MBS, si possono ottenere spugne dal numero di copie 
variabili. La presenza del sito con sequenza non palindromica garantirà che le copie 
dell’MBS siano tutte orientate correttamente (vedi figura 46). 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 Figura 46: nella figura viene mostrato il sistema per la generazione della spugna: 
un doppio MBS ottenuto per annealing di due oligonucleotidi complementari 
che presentano alle estremità i siti SanDI, vengono ligati al vettore (linearizzato  
con SanDI). Il diverso rapporto tra vettore ed inserto nella reazione di ligation 
determinerà un diverso numero di ripetizioni per l’MBS 
 
Il primo problema che ci siamo trovati ad affrontare, per realizzare questa strategia di 
clonaggio, è stato quello dell’assenza del sito di restrizione per SanDI all’interno del 
vettore pCMV-MCS. Abbiamo pertanto pensato di rimuovere il multicloning site del 
vettore e sostituirlo con uno nuovo che presentasse il sito di restrizione per SanDI.  
Per prima cosa prepariamo l’annealing tra i due oligonucleotidi che rappresentano il 
nuovo MCS e contengono i siti d’interesse ed in particolare: Not I per l’inserimento 
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dell’oligo in pCMV-MCS; SanDI per il primo clonaggio della spugna; KpnI alle due 
estremità per il definitivo clonaggio della spugna nel vettore ubi-eGFP-RFP. 
Prima di far accoppiare i due oligonucleotidi e necessario aggiungere il gruppo fosfato 
alle loro estremità 5’. Questi, infatti, mancano del fosfato dopo la sintesi in vitro, la sua 
presenza è però fondamentale per la successiva reazione di ligation. 
Prepariamo quindi una mix contenente: 
– 5 µl primer R 10 µM ; 
– 5 µl primer F 10 µM; 
– 2 µl buffer PNK; 
– 2 µl ATP 10 nM 
– 2 µl PNK 10 U/ µl; 
– 4 µl H20. 
 
In figura 47 i primer utilizzati per l’annealing del nuovo MCS. 
 
PrimerR:  
5’GGCCGCAGATCTGGTACCGCTGCTCGAGGCAAGCTTCTGCAGGTCGGGACC
CAGAGGATCCGGAATTCAAGGTACCGATGC 3’ 
PrimerF:  
5’GGCCGCATCGGTACCTTGAATTCCGGATCCTCTGGGTCCCGACCTGCAGAA
GCTTGCCTCGAGCAGCGGTACCAGATCTGC3’ 
 
Figura 47: primer utilizzati per l’annealing: in giallo evidenziati i siti NotI, in rosso il sito SanDI, in 
azzurro i siti KpnI ed in verde il sito XhoI. 
 
 
L’enzima PNK (T4 polynucleotide kinasi) è in grado di aggiungere un fosfato alle 
estremità 5’ scambiandolo dalla molecola di ATP. 
La mix viene lasciata 2h a 37°C e successivamente 20’ a -20°C e successivamente viene 
aggiunto 20 µl di annealing buffer. 
Contemporaneamente portiamo l’acqua di un becker a 100°C.  
Dopo aver rimosso il becker dalla piastra riscaldante introduciamo la eppendorf 
contenente la miscela di annealing, con i due oligonucleotidi fosforilati alle estremità 5’ 
e lasciamo scendere lentamente la temperatura fino ad arrivare alla temperatura 
ambiente.  
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L’alta temperatura impedirà la formazione di legami aspecifici, il lento abbassamento 
fino a TA favorirà il legame tra gli oligonucleotidi complementari in maniera specifica. 
Contemporaneamente prepariamo il vettore in cui dobbiamo inserire il nuovo MCS; 
abbiamo scelto il sito NotI per l’inserzione in quanto permette di eliminare l’intero MCS 
che non contiene SanDI senza intaccare altre sequenze fondamentali.  
Digeriamo quindi il vettore con l’enzima NotI, e defosforiliamo con CIP per evitare che 
si richiuda su sé stesso; in seguito effettuiamo una purificazione da gel di agarosio. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
Il vettore e l’inserto vengono quindi sottoposti ad una reazione di ligation per favorire il 
legame: per la mix sono utilizzati ~60 ng di vettore e di inserto.  
Il giorno successivo si procede alla trasformazione con E.coli (ceppo DH5α). 
Dalle colonie cresciute estraiamo il DNA tramite Wizard Plus Minipreps DNA 
Purification System® (Promega) ed effettuiamo digestioni diagnostiche con gli enzimi 
KpnI ed XmaI (il primo è presente nel nuovo MCS, il secondo in quello vecchio). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 48: vettore pCMV-MCS con i siti di taglio per NotI che 
permettono di eliminare il Multiple Cloning Site 
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Preparazione dell’annealing per la spugna 
 
Una volta trovate le colonie positive, si procede alla digestione con l’enzima SanDI 
(come dal lavoro di Kluiver et al., 2012) in quanto il sito di riconoscimento è presente 
nel nuovo MCS introdotto nel vettore.  
Contemporaneamente prepariamo l’annealing della spugna, costituito da un doppio 
MBS (MiRNA Binding Site) con all’estremità il sito SanDI. 
La mix per la fosforilazione contiene:  
– 5 µl primer R 10 µM ; 
– 5 µl primer F 10 µM; 
– 2 µl buffer PNK; 
– 2 µl ATP 10 nM 
– 2 µl PNK 10 U/µl ; 
– 4 µl H20. 
La sequenza dei primer è la seguente (in giallo i siti SanDI, in verde l’MBS del miR-
218): 
Primer R: 5’GTCCCCACATGGTTACTGAAGCACAAAATTCACATGGTTACTGAAGCACAAGG3’ 
Primer F: 5’GACCCTTGTGCTTCAGTAACCATGTGAATTTTGTGCTTCAGTAACCATGTGGG3’ 
 
La mix viene lasciata 2h a 37°C e successivamente 20’ a -20°C.  
Successivamente viene aggiunto 20 µl di annealing buffer. 
Per l’annealing procediamo come scritto sopra. 
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Clonaggio della spugna in pCMV-MCS 
 
Procediamo andando ad effettuare la ligation tra i 2 oligo appaiati ed il vettore; è noto 
che aumentando il rapporto vettore:inserto aumentiamo anche il numero di copie di 
MBS incorporate. 
È importante considerare, però, che un numero di ripetizioni molto alto genera una 
sequenza che ha elevate possibilità di formare complesse strutture tridimensionali non 
più accessibili dall’esterno e quindi non funzionali.  
Effettuiamo due ligation con diversi rapporti vettore:inserto; nella 20X inseriamo ~20 
ng di vettore + ~260 ng di annealing (MBS), nella 100X inseriamo ~20 ng di vettore e 
~500 ng annealing. 
 
Dopo aver effettuato una trasformazione con E.coli (ceppo DH5α), dobbiamo valutare 
se le colonie che si sono sviluppate contengono il vettore con la spugna, e nel caso 
affermativo, quale sia il numero di copie della spugna. 
Effettuiamo una colony PCR con 2 primer che si appaiano alle estremità dell’MCS 
contenente SanDi : 
 
Primer pCMV-SanDI R: 5’-TAT GGT TGC TTT GAC GTA TG-3’ 
Primer pCMV-SanDI F: 5’-ATT CTG TGG ATA ACC GTA TTA-3’ 
 
Le condizioni per la colony sono le seguenti: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Effettuiamo, quindi, una corsa su gel per valutare la lunghezza dei prodotti di PCR 
ottenuti. Per calcolare il numero di ripetizioni della spugna è necessario sottrarre alla 
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dimensione dell’amplificato circa 200 bp che sono le dimensioni di parte del vettore 
amplificato e dividere il rimanente per 25, dimensione del singolo MBS. 
Come possiamo vedere dalla figura 49, in seguito ad una corsa della colony PCR su gel 
di agarosio 1.0%, abbiamo riscontrato la presenza di spugne con un numero di repeat 
variabile, da un massimo di 32 ripetizioni fino ad un minimo di 4. 
Abbiamo confrontato il numero di ripetizioni ottenute dalle ligation con rapporto 
vettore:inserto 20X e quelle con rapporto 100X (vedi figura 50). Mentre le spugne 20X 
mostrano un numero di ripetizioni basso (4-8 ripetizioni), aumentando il rapporto a 
100X si osserva un accrescimento considerevole nel numero delle ripetizioni. Mentre 
diminuiscono, infatti, spugne con 4-6 ripetizioni, aumentano quelle che ne presentano 
un numero superiore ad 8, in accordo con quanto atteso. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 49: corsa su gel agarosio 1.0% delle spugne amplificate per colony PCR. 
Per calcolare il numero reale di ripetizioni dobbiamo sottrarre alla grandezza 
della banda 200bp e dividere per 25. 
Figura 50: relazione tra il rapporto vettore:inserto usato nella ligation ed il numero di 
repeats per spugna. Notiamo che all’aumentare del rapporto vettore:inserto aumenta il 
numero di colonie con elevato numero di repeats. 
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Figura 52: A) vettore ubi-eGFP-RFP digerito con l’enzima di restrizione KpnI. Possiamo notare 
la banda di ~300 bp prodotta dal taglio (cerchio). 
B) alcune spugne, ottenute dopo PCR, digerite con KpnI. In particolare vediamo la spugna da 
circa 200 bp prima (freccia) e dopo la digestione (cerchio). 
Clonaggio spugna nel vettore ubi-eGFP-RFP 
 
Dobbiamo, a questo punto, clonare la nostra spugna delle dimensioni desiderate  
all’interno del vettore ubiquitina-eGFP-RFP.  
Per questo viene scelto il sito KpnI presente a valle della proteina RFP, ma anche nel 
Multiple Cloning Site del nuovo costrutto CMV-MCS-sponge (vedi figura 51). 
Effettuiamo perciò una digestione con l’enzima KpnI sia del vettore, che dell’inserto 
con la spugna. Scegliamo una spugna da 200 bp (corrisponde a 8 repeat, CMV-MCS-
sponge8). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Vettore ed inserto, una volta digeriti vengono purificati da gel. Il vettore, poiché dopo il 
taglio possiede due estremità compatibili, viene prima defosforilato con la CIP (Neb) 
(vedi figura 52). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 51: vettore ubi-eGFP-RFP con, in evidenza, i siti KpnI utilizzati per 
il clonaggio della spugna.  
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Si procede con la reazione di ligazione dove vengono utilizzati circa 48 ng di vettore e 
35 ng di spugna. Al solito utilizziamo il solo vettore come controllo per la ligation. 
Il giorno successivo è stata effettuata la trasformazione in cellule competenti di E. coli, 
in questo caso ad essere utilizzato è il ceppo X-10 gold, che assicura una minore 
probabilità che gli inserti ricombinino tra di loro.  
 
Dalle colonie cresciute effettuiamo un pre-screening con una colony-PCR: utilizziamo 
due primer che appaiano all’interno della sequenza codificante della RFP ed all’interno 
del suo poly-A.  
Dal confronto con il vettore vuoto (che utilizziamo come controllo negativo) possiamo 
valutare quali colonie presentano l’inserto (vedi figura 53). 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 53: colony PCR sulle colonie ubi-eGFP-RFP. Sono presenti una serie di colonie positive: si nota 
un amplificato di lunghezza maggiore rispetto al controllo negativo (formato dal solo vettore) che 
corrispondono all’inserto spugna. 
 
 
Le colonie positive, che mostravano un amplificato di lunghezza maggiore rispetto al 
vettore vuoto (controllo negativo), vengono inoculate in LB + ampicillina per la 
successiva estrazione del DNA plasmidico il giorno seguente. 
Vogliamo effettuare una digestione diagnostica per valutare l’effettiva presenza 
dell’inserto ed il suo orientamento corretto.  
Gli enzimi scelti per il controllo sono stati: KpnI, XhoI e HindIII. 
La digestione con KpnI deve escindere la spugna, mentre con la digestione con XhoI si 
dovrebbe ottenere bande della lunghezza di ~ 650 bp + 3800 bp + 6800 bp, la digestione 
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con HindIII deve portare a bande della lunghezza di 3000 bp (X2) e 4000 bp (vedi 
figura 54 e 55). 
Le digestioni, se avvengono correttamente, non solo dimostrano la presenza della 
spugna, ma anche il suo corretto orientamento nel vettore ubi-eGFP-RFP.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 54: corsa su gel agarosio 0.8% per visualizzare  Figura 55: corsa su gel agarosio 2.0%  
bande ad alto peso molecolare. Si nota che  visualizzare bande a basso peso molecolare   
la digestione con HindIII ha portato correttamente   Si può notare la banda da circa 200 bp  
alla formazione di due bande da 3000bp (sovrapposte)  ottenuta dalla digestione con KpnI (cerchio 
ed una da 4000 bp. La digestione con XhoI ha portato  rosso). Allo stesso tempo si può notare la  
alla formazione di una banda da ~6800 bp ed una da  banda da ~650 bp ottenuta dalla digestione 
4000 bp. A causa del Gel con maglie troppo larghe non  con XhoI. 
si distingue la banda da 600 bp (vedere figura 54). 
 
Le digestioni, avvenute in maniera corretta, hanno dimostrato che è presente nel 
costrutto ubi-eGFP-RFP la spugna di 8 ripetizioni. Alcune delle colonie tra quelle che 
sono risultate corrette sono state anche sequenziate per verificarne ulteriormente la 
correttezza. 
A questo punto il costrutto può essere utilizzato per una prova del suo effettivo 
funzionamento; per questo motivo effettuiamo un saggio di luciferasi. 
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4.2.2 SAGGIO AL LUMINOMETRO CON LA SPUGNA PER  
 MIR-218 
 
 
Preparazione del vettore pGL3-modificato con spugna 
 
Per poter valutare l’effettivo funzionamento della spugna per il miRNA 218, abbiamo 
pensato, anche in questo caso, di saggiarlo in cellule di mammifero in coltura prima di 
utilizzare il costrutto per la creazione della linea transgenica. Abbiamo pensato di 
effettuare un saggio con un gene reporter, la luciferasi la cui attività può essere misurata 
al luminometro. L’idea è di clonare la spugna a valle della luciferasi; se la spugna è in 
grado di legare il miR-218, all’aggiunta di questo miRNA dovremmo osservare una 
riduzione dell’attività luciferasica. 
Per clonare a valle della sequenza genica della luciferasi la nostra spugna, effettuiamo 
una digestione doppia del vettore pGLU5X, che contiene il reporter luciferase, e del 
costrutto da noi creato ubi-eGFP-RFP-sponge 8 con gli enzimi KpnI e XhoI. Questi 
permettono da una parte la linearizzazione del vettore (vedi figura 56), dall’altra la 
rimozione della spugna, in quanto entrambi i siti sono nel tratto di MCS che è stato 
clonato con la spugna nel vettore ubi-eGFP-RFP (vedi figura 47). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figura 56: schema del vettore pGLU5X; in particolare sono evidenziati 
 dalle frecce i due siti KpnI e XhoI scelti per clonare la spugna.  
 
Vettore ed inserto vengono purificati, in seguito a digestione doppia KpnI-XhoI, da gel 
di agarosio e successivamente ligati con la seguente mix: 50 ng vettore + 45 ng inserto  
Il passo successivo è stato trasformare cellule competenti di E. coli (ceppo DH5α) con il 
vettore ligato; le colonie cresciute sono state analizzate tramite colony PCR. 
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I primer utilizzati amplificano a valle ed a monte del MCS del pGLU5X (come 
controllo viene amplificato anche il vettore vuoto): 
 
Primer pGLU5X R: 5’- GTC TGG ATC ATC ATC GAT GG -3’ 
Primer pGLU5X F: 5’- GCT CAG ACC TAA TAA CTT CG -3’ 
 
Le condizioni utilizzate per la colony PCR sono le seguenti: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Il vettore vuoto dovrà amplificare una regione di DNA di circa 500bp; se è presente la 
spugna, l’amplificato avrà una lunghezza di circa 650 bp (vedi figura 57). 
 
 
 
 
 
Figura 57: colony PCR sul costrutto pGLU5X-
sponge per valutare l’effettiva presenza della 
spugna. Come si può notare, il vettore vuoto 
amplifica un frammento di circa 500 bp. Le colonie 
positive, presentano un frammento di ~ 650bp. 
 
 
 
 
 
A questo punto le colonie positive, cioè quelle in cui l’amplificato ha una lunghezza 
maggiore rispetto a quello del vettore vuoto, vengono selezionate e fatte crescere 
overnight in terreno LB + amp.   
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Come ulteriore controllo, il DNA delle colonie selezionate come positive viene digerito 
con gli enzimi KpnI/XhoI che devono escindere l’inserto. 
 
 
Trasfezione cellule Dicer -/- 
 
Per eseguire il saggio di attività luciferasica si è deciso di utilizzare la linea cellulare 
Dicer-/-. Queste cellule non esprimendo l’enzima Dicer, non sono in grado di produrre 
miRNA maturi. 
 
La trasfezione è stata effettuata in una 12-well dove le cellule erano state seminate il 
giorno precedente alla densità di 1.5 X 105 cellule/pozzetto. 
Le mix di trasfezione contengono: 
 
• 1 µl vettore renilla (100 ng) + 1 µl vettore pGLU5X-sponge8 (100 ng) + 2 µl 
miRNA NC (80 nM); 
• 1 µl vettore renilla (100 ng) + 1 µl vettore pGLU5X-sponge8 (100 ng) + 1.5 µl 
miRNA NC (60 nM) + 0.5 µl miRNA 218 (20nM); 
• 1 µl vettore renilla (100 ng) + 1 µl vettore pGLU5X-sponge8 (100 ng) + 1 µl 
miRNA NC (40 nM) + 1 µl miRNA 218 (40 nM); 
• 1 µl vettore renilla (100 ng) + 1 µl vettore pGLU5X-sponge8 (100 ng) + 0.5 µl 
miRNA NC (20 nM) + 1.5 µl miRNA 218 (60 nM); 
• 1 µl vettore renilla (100 ng) + 1 µl vettore pGLU5X-sponge8 (100 ng) + 2 µl 
miRNA 218 (80 nM); 
 
Ad ognuno vengono aggiunti 20.5 µl di optiMEM ed 8 µl di polyfect e lasciati 10’ TA, 
successivamente aggiunti 167 µl DMEM. Abbiamo preparato la 12-well con le cellule 
aspirando il mezzo ed aggiungendone 300 µl di DMEM fresco a cui viene aggiunta la 
mix di trasfezione. 
Le piastre sono state tenute overnight a 37°C (cambiando il mezzo dopo 6h). 
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Saggio al luminometro 
 
Dopo 24h dalla trasfezione si procede effettuando l’estrazione delle proteine per il 
saggio. Successivamente abbiamo effettuato il saggio Dual Luciferase Reporter Assay® 
(Promega).  
I risultati ottenuti sono i seguenti: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figura 58: il grafico ci mostra i risultati del saggio al luminometro effettuato con il  
 vettore pGLU5X-sponge8 a diverse concentrazioni di miR-218. Sull’asse delle ordinate 
 l’attività luciferasica relativa rispetto all’attività dello standard interno utilizzato: 
 la renilla. Sull’asse delle ascisse i trattamenti con concentrazioni crescenti di miR-218. 
 
Dai risultati possiamo vedere che aumentando la concentrazione del miRNA 218 
abbiamo un abbassamento dell’attività luciferasica relativa (calcolata rispetto all’attività 
dello standard interno renilla) dose-dipendente.  
Questo risultato conferma che la spugna è in grado di legare il miR-218. 
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4.3 LA LINEA TRANSGENICA CMLC2-CREERT2 
 
 
Il terzo costrutto preparato è quello che permette l’espressione della ricombinasi Cre 
fusa con il binding domain del recettore per gli ormoni steroidei (ERT2) sotto il controllo 
del promotore di cmlc2 (Cardiac Myosin Light Chain 2) il gene della catena leggera 
della miosina cardiaca di zebrafish. 
La ricombinasi Cre, sarà quindi controllata spazialmente: l’espressione avverrà 
solamente a livello del cuore (in quanto il promotore è cardiaco-specifico).  
Inoltre abbiamo anche un controllo temporale; affinchè la ricombinasi possa funzionare 
sui siti loxP, si deve trovare nel nucleo. Questa traslocazione avverrà solamente nel 
momento in cui trattiamo con il farmaco tamoxifen (TAM), il quale si lega al binding 
domain del recettore steroideo (che normalmente è citoplasmatico) trasportandolo nel 
nucleo (vedi figura 59). 
 
 
 
  
 
 
 
 
Figura 59: il costrutto cmlc-CreERT2 permette l’espressione della Cre solo nel cuore, grazie al 
promotore cardiaco-specifico cmlc2. Una volta tradotta, la proteina Cre fusa con il binding domain del 
recettore degli estrogeni ERT2 verrà traslocata nel nucleo solo in presenza del farmaco TAM. Qui potrà 
agire sui siti lox riconoscendoli ed effettuando la ricombinazione a quel livello. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 60: mappa del costrutto cmlc2-CreERT2. 
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4.3.1 COSTRUZIONE LINEA TRANSGENICA CMLC2- 
   CREERT2 
 
Il costrutto (generato in collaborazione con Roberto Ripa del gruppo Cellerino – SNS 
Pisa) è stato realizzato con la Gateway technology (descritta nel paragrafo 3.2). 
Il promotore del gene cmlc2 è stato amplificato per PCR dall’originario destination 
vector 395 che contiene la cassetta di controllo per la transgenesi cmlc2-eGFP.  
I primer contengono i siti attB1 e attB4 che permetteranno la reazione della BP clonase 
e la creazione del donor vector (in giallo le code attB): 
primer cmlc2attB4 F: 5’- GGG GAC AAC TTT GTA TAG AAA AGT TGT TAA AGC 
TTA AAT CAG TTG TG-3’ 
primer cmlc2attB1 R: 5’- GGG GAC TGC TTT TTT GTA CAA ACT TGA GGT CAC 
TGT CTG CTT TGC TG -3’  
 
Le condizioni utilizzate sono: 
 
 
 
 
 
 
Dalla PCR abbiamo ottenuto un amplificato di ~1000 bp, il promotore cmlc2 (vedi 
figura 61) che presenta anche i siti attB alle estremità.  
 
 
Figura 61: promotore cmlc2 amplificato con le  
code attB alle estremità.  
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Il donor contenente il promotore cmlc2 è stato successivamente clonato all’interno del 
destination vector insieme al frammento midde element contenente la CreERT2 e ad un 
5’ element contenente la coda di poly-A (la generazione del vettore è stata effettuata da 
Roberto Ripa per il gruppo Cellerino – SNS). 
 
Ottenuto il vettore cmlc2-CreERT2 è stata effettuata una trasformazione (utilizzando 
circa 1 ng dello stesso) in cellule competenti di E. coli (ceppo DH5α).  
Una volta cresciute abbiamo effettuato una colony PCR per valutare la effettiva 
presenza di cmlc2 utilizzando i primer: 
 
Primer dre cmlc2 R: 5’- GTCACTGTCTGCTTTGCTG-3’ 
Primer dre cmlc2 F: 5’-AAAGCTTAAATCAGTTGTG-3’ 
 
Con le seguenti condizioni: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Le colonie positive, quelle contenenti l’amplificato cmlc2 (vedi figura 62), sono state 
selezionate per una crescita in LB+ampicillina in modo da estrarre, il giorno successivo, 
il DNA plasmidico ed effettuare ulteriori digestioni. 
 
 
Figura 62: colony PCR nel vettore cmlc2-CreERT2 con i   
primer cmlc2, possiamo vedere la banda amplificata da circa 
1000 bp.  
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Come ulteriore controllo, il DNA delle colonie selezionate come positive viene digerito 
con gli enzimi HindIII (che deve formare una banda da ~ 4900 bp + 2400 bp + 500 bp) 
e con SalI+EcoRV (deve formare una banda da ~6000bp + 1700 bp) (vedi figura 63). 
 
 
 
Figura 63: digestioni diagnostica per il vettore 
cmlc2-CreERT2. La digestione con HindIII porta alla 
formazione di tre bande: ~4900 bp + 2400 bp + 500 
bp (in particolare quest’ultima evidenziata dal 
cerchio rosso). La doppia digestione SalI+EcoRV 
porta alla formazione di due bande: ~6000bp + 
1700 bp.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A questo punto, visto l’esito positivo delle digestioni diagnostiche, possiamo utilizzare 
il vettore cmlc2-CreERT2 per micro iniettare in zebrafish in modo da creare una linea 
transgenica stabile.  
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4.3.2 CREAZIONE DANIO RERIO TRANSGENICO PER IL  
 COSTRUTTO  
 
Per la creazione della linea di zebrafish transgenica cmlc2-CreERT2, prepariamo la mix 
che verrà microiniettata nelle uova fecondate di Danio rerio allo stadio di zigote.  
La mix contiene: 
– DNA (costrutto) ad una concentrazione finale di 100 ng/µl; 
– Tol-2 ad una concentrazione finale di 30 ng/µl; 
– KCl 0.1 M finale; 
– H20 RNase free a volume (10 µl). 
 
Si procede raccogliendo le uova dai pesci wild type, messi in breeding dalla sera 
precedente, ed iniettando nella cellula. 
Gli embrioni microiniettati sono stati fatti crescere in piastra P100 a 37°C in incubatore 
per circa 4/5 giorni, successivamente sono stati spostati in una vasca d’acquario 
(contemporaneamente abbiamo iniziato a nutrirli con mangime SDS 100). 
Il problema di questa linea è l’impossibilità di poter controllare l’efficienza dell’evento 
di transgenesi in quanto sul costrutto microiniettato non è presente un reporter.  
È per questo motivo che il passo successivo prevede la genotipizzazione dei pesci 
microiniettati. 
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4.3.3 GENOTIPIZZAZIONE LINEA CMLC2-CREERT2 
 
Per poter valutare l’effettivo evento di transgenesi in zebrafish abbiamo estratto il DNA 
genomico dai pesci direttamente da una piccola porzione di coda, come controllo 
negativo abbiamo utilizzato un pesce wild type. 
Seguendo il protocollo (capitolo 3.5.4) una volta ottenuto il DNA abbiamo effettuato 
una PCR usando dei primer che amplifichino l’intera cassetta CreERT2. 
I primer utilizzati nella reazione sono:  
 
Primer CreERT2 R: 5’ - CGGCCCTAGGGCCGCTATCAAGCTGTGGC- 3’ 
Primer CreERT2 F: 5’ - CCGGCCTAGGATGTCCAATTTACTGACCGTAC - 3’ 
 
Con le seguenti condizioni: 
 
 
 
 
 
 
Abbiamo quindi corso su gel la PCR per valutare la grandezza dell’amplificato: con i 
primer utilizzati si deve ottenere l’intera CreERT2 (~1900 bp). I positivi vengono 
selezionati per i successivi incroci. 
 
 
Figura 64: dalla corsa su gel agarosio 
abbiamo ottenuto alcuni pesci positivi 
che mostravano la banda a circa 1900 
bp. Come possiamo notare il controllo 
negativo non ha amplificato nessun 
frammento di DNA con la PCR. 
 
 
10 cicli 25 cicli 
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5.0 Discussione  
 
 
Dati recenti ottenuti nel laboratorio dove è stato svolto questo lavoro di tesi, ed in altri 
laboratori, dimostrano chiaramente che i microRNA svolgono un ruolo importante nella 
regolazione dello sviluppo cardiovascolare.  
Nel nostro laboratorio, in particolare, sono stati identificati alcuni microRNA che fanno 
parte del circuito regolatorio di tbx-5 e la cui alterazione è causa di profonde alterazioni 
nella morfogenesi cardiaca, almeno in zebrafish. Sempre dati provenienti dal nostro 
laboratorio dimostrano che modulando alcuni microRNA è possibile recuperare alcuni 
difetti cardiaci.  
I microRNA potrebbero quindi divenire strumenti per nuove strategie terapeutiche.  
Per questo motivo è particolarmente importante studiare l’impatto che l’aumento o la 
diminuzione dell’espressione di un microRNA può avere intanto su un organismo 
modello più semplice come zebrafish.  
Lo studio funzionale di un microRNA, così come di qualsiasi gene, può essere fatto 
mediante approcci di genetica inversa, cioè studiando le conseguenze causate 
dall’alterazione del gene in studio.  
Zebrafish si presta particolarmente a questi studi per la facilità con cui l’espressione di 
un certo gene/miRNA può essere manipolata.  
Come è stato già detto nel corso di questo lavoro di tesi è infatti relativamente semplice 
microiniettare un uovo di zebrafish allo stadio di singola cellula con un miRNA/mRNA 
per indurre overespressione o con un antago-miRNA/siRNA per down-regolare la 
funzione d’interesse. Tuttavia quest’espressione indotta ha dei limiti: il primo è che si 
mantiene per 48-72 h al massimo e poi, sia per effetto della diluizione, sia per processi 
degradativi, tende a scomparire.  
Il secondo problema è il fatto che la molecola microiniettata è sregolata in tutto 
l’organismo ed è talvolta difficile identificare le alterazioni dirette dalle conseguenze di 
queste, e quindi capire quale sia il vero bersaglio della molecola che abbiamo sregolato.  
Per questo motivo in questo lavoro di tesi ci siamo proposti di costruire linee 
transgeniche di Danio rerio che permettessero di modulare in maniera stabile sia 
spazialmente, che temporalmente l’espressione di un microRNA.  
  96 
È stato creato un sistema che può essere applicato con una certa facilità per 
overesprimere o down-regolare qualsiasi microRNA si voglia studiare, anche se, nel 
caso specifico di questo lavoro di tesi, è stato scelto di modulare il microRNA 218.  
La scelta è dovuta al fatto che è emerso recentemente, proprio in zebrafish, che il 
microRNA 218 ha un ruolo attivo nello sviluppo dell’organo cardiaco attraverso la 
modulazione di slit/ROBO (Fish et al., 2011 – Chiavacci et al., 2012), un sistema 
ligando-recettore coinvolto sia nello sviluppo del sistema nervoso che in quello 
cardiovascolare.  
Per la costruzione delle linee transgeniche, abbiamo scelto di utilizzare un tipo di 
transgenesi condizionale con il sistema Cre-loxP.  
Nella linea transgenica, il controllo spazio-temporale è legato alla linea cmlc2-CreERT2 
in cui grazie al promotore della catena leggera della miosina (cmlc2) è possibile 
direzionare l’espressione della ricombinasi solo nel cuore. La Cre fusa con il recettore 
per gli estrogeni (ERT2) permette il controllo temporale, tramite la sua traslocazione nel 
nucleo solo in presenza del farmaco tamoxifen (TAM). 
Un problema di questa linea che non siamo ancora riusciti a risolvere è l’impossibilità 
di controllare l’efficienza dell’evento di transgenesi in quanto sul costrutto 
microiniettato non è presente un reporter.  
Il sistema normalmente impiegato per monitorare l’efficienza di transgenesi è proprio il 
sistema cmlc2:eGFP che noi non possiamo utilizzare perché è proprio nel cuore che 
vogliamo modulare l’espressione dei microRNA d’interesse. Il promotore del gene 
cmlc2, viene di solito utilizzato in zebrafish in quanto è molto piccolo (~1000 bp) e 
quindi facilmente clonabile ed ha un’attività molto forte.  
Non sono numerosi in zebrafish, al momento, i promotori tessuto-specifici noti con 
queste caratteristiche. 
Una possibile risoluzione del problema si può avere utilizzando il promotore di un gene, 
recentemente caratterizzato, codificante per una proteina molto espressa nella cornea 
dell’occhio di zebrafish: scinla (scinderin like protein a) (Jia et al., 2009). 
In letteratura vengono presentati studi in cui si mostra che, introducendo a valle del 
promotore scinla l’eGFP, è possibile rilevare una forte espressione della proteina 
fluorescente verde nell’occhio (Yoshikawa et al., 2007). Le dimensioni del promotore 
sono significativamente maggiori di quelli della Cmlc2, ~4000 bp, ma stiamo valutando 
la possibilità di utilizzare una parte di questo promotore che garantisce comunque l’80% 
dell’attività originaria.  
  97 
Clonando questo costrutto insieme alla GFP nel vettore che già esprime la cmlc2-
CreERT2  dovrebbe essere possibile ottenere delle linee transgeniche in cui la presenza 
dell’occhio fluorescente sarà indice dell’effettiva presenza del costrutto nel genoma del 
pesce.  
Per overesprimere il microRNA abbiamo generato un costrutto bicistronico in cui la 
sequenza del pre-miRNA può essere semplicemente clonata all’interno di un introne del 
gene per la proteina RFP che, a seguito della ricombinazione dei siti loxP, in presenza 
della ricombinasi Cre, verrà a trovarsi sotto un promotore forte, il promotore 
dell’ubiquitina. In generale i miRNA intronici sono co-regolati con i geni all’interno dei 
quali sono localizzati. I fattori di trascrizione che regolano l’espressione del gene 
modulano anche l’espressione del miRNA localizzato nell’introne del gene.  
Anche noi abbiamo potuto verificare questo per il miR-218 che è localizzato all’interno 
di slit: abbiamo dimostrato infatti che modulazioni di tbx-5 corrispondono a 
modulazioni di slit2 e di miR-218 in cellule di topo (Chiavacci et al., 2012).  
Ci aspettiamo quindi, nel caso del nostro costrutto per la transgenesi, che il promotore 
dell’ubiquitina, che è un promotore forte in zebrafish, determini una elevata espressione 
dell’RFP e del suo miRNA intronico.  
Esistono tuttavia casi in cui il miRNA è modulato post-trascrizionalmente, e le regole di 
questa modulazione non sono ancora note.  
Sarà pertanto molto importante verificare molecolarmente che l’espressione facilmente 
visualizzabile dell’RFP sia accompagnata da un significativo aumento dell’espressione 
del miR-218 maturo.  
Abbiamo tentato di verificare questo importante aspetto trasfettando col costrutto 
bicistronico le HEK 293T. In queste cellule trasfettate si è potuto osservare lo switch dal 
verde al rosso in presenza della ricombinasi Cre, una volta trattate con tamoxifen. 
Abbiamo, però, avuto dei problemi di bassa espressione del vettore probabilmente da 
collegare al promotore ubiquitina di zebrafish non specifico, quindi, per cellule 
embrionali umane. E’ necessario effettuare questa prova direttamente su zebrafish. 
Queste verifiche sono in corso.  
La seconda linea, per la down-regulation del miRNA 218, si basa sulla costruzione delle 
“spugne” cioè sequenze ripetute di MiRNA binding site (MBS) sui quali il microRNA si 
va a legare, venendo sequestrato dai reali target.  
Queste spugne sono dei sistemi che presentano numerosi vantaggi negli studi di miRNA 
loss of function.  
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In primo luogo, ad esempio, rispetto agli oligonucleotidi inibitori antisenso, permettono 
di ottenere lo stesso risultato, ma senza limitazioni di tempo fatta eccezione per quelle 
scelte sperimentalmente dal sistema condizionale di transgenesi.  
Inoltre un altro vantaggio è la possibilità di funzionare in maniera mirata per uno 
specifico miRNA. Questo diventa di fondamentale importanza quando i microRNA si 
trovano in cluster, dove eliminarne direttamente uno potrebbe portare a difetti nel 
processamento degli altri (essendo molto vicini spazialmente sul genoma) (Ebert & 
Sharp, 2010).    
Seguendo il lavoro di Kluiver et al. (2012) abbiamo costruito diverse tipologie di 
spugne che differivano per la lunghezza dei repeats.  
La scelta finale per il costrutto è ricaduta su una spugna da 8 ripetizioni in quanto, se da 
una parte poche ripetizioni non permettono un normale funzionamento del sistema, 
troppe portano a dei problemi di ricombinazione (tra le stesse) con conseguente 
degradazione.  
La spugna è stata successivamente introdotta nel solito vettore bicistronico, ma questa 
volta è stata posizionata direttamente a valle della RFP, nella sua 3’ UTR, che è 
naturalmente la posizione riconosciuta dai miRNA.  
Il sistema “spugna” così concepito potrebbe comportare alcuni problemi per la 
visualizzazione del reporter, la RFP. Infatti poiché i vari MBS sono stati collocati nella 
3’UTR della proteina fluorescente rossa, il legame del miRNA potrebbero diminuire la 
sua attività (e quindi la sua visualizzazione).  
In questo caso, quindi, la presenza della Cre dovrebbe comportare più una perdita della 
fluorescenza verde che la comparsa di quella rossa. Anche per questo motivo la 
validazione della funzionalità della spugna diventa fondamentale.  
Abbiamo verificato le capacità di binding della nostra spugna utilizzando un sistema 
cellulare ed un saggio basato sul reporter luciferasi. I risultati ottenuti ci hanno 
confermato la funzionalità della spugna.  
Oltre ai saggi di binding come quello da noi effettuato, un valido test sulla funzionalità 
della spugna potrebbe essere un saggio che permetta di valutare l’abilità della spugna a 
recuperare l’espressione di un gene noto per essere il target del miRNA d’interesse 
(Ebert et al., 2007). Infine anche l’utilizzo della tecnica di Northern Blot potrebbe 
rilevare cambiamenti nei livelli cellulari di specifici miRNA in embrioni transgenici.   
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